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RIASSUNTO 
Parole chiave: asino, qualità dell’embrione, vitrificazione, colorazione vitale (DAPI)  
Lo scopo di questa tesi è stato quello di valutare l’effetto della vitrificazione sulla vitalità di 
embrioni di asino in comparazione con embrioni freschi mediante l’uso di un test in vitro che 
permette di contare le cellule morte (colorazione con DAPI). Dodici embrioni di 7 giorni sono 
stati recuperati su un totale di 22 cicli (54,5%) e 26 ovulazioni (46,1%), da sei asine di razza 
Amiatina mantenute presso il Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università di Pisa. Gli 
embrioni recuperati sono stati misurati, valutati morfologicamente e sottoposti a 5 lavaggi in 
un medium di mantenimento (EHS) prima di essere suddivisi in due gruppi: freschi e 
vitrificati. Gli embrioni del primo gruppo sono stati direttamente incubati con DAPI, mentre 
gli embrioni del secondo gruppo sono stati vitrificati, mediante un kit commerciale per la 
vitrificazione di embrioni equini, scongelati e poi colorati con DAPI. Il numero totale di cellule 
in ogni embrione è stato stimato attraverso la formula n=0,0106*d2+2,0542*d-375,28 
(d=diametro embrione), sono state poi contate le cellule morte e calcolata la loro percentuale 
risultata pari a 0,7% per gli embrioni freschi e pari al 9%  per quelli vitrificati (P=0,022). La 
percentuale di cellule danneggiate negli embrioni freschi è stata irrisoria e affine a quella 
riportata in studi precedenti, mentre quella degli embrioni vitrificati, seppur 
significativamente più alta, è risultata sensibilmente inferiore a quella che in letteratura è 
riportata come limite di vitalità per l'embrione equino (20%). I risultati incoraggianti di 
questo studio necessitano di essere confermati su un numero maggiore di embrioni e, 
soprattutto, per mezzo della verifica della percentuale di gravidanza che è possibile ottenere 
trasferendo nelle riceventi embrioni di asino crioconservati. 
ABSTRACT 
Key word: donkey, embryo quality, vitrification, vital staining (DAPI). 
The aim of this thesis was to compare the donkey embryo fresh or vitrified viability using 
DAPI,  able to selectively stain dead embryo cells. Twelve seven-days-old embryos , recovered 
from 22 estrous cycles (54.5%) and 26 ovulations (46.1%) of six Amiata jennies maintained 
in the Department of Veterinary Science, University of Pisa . Recovered embryos were 
measured, assessed morphologically, and washed for 5 times in an holding medium (EHS) 
before being divided into two groups: fresh and vitrified. The embryos of the first group were 
directly incubated with DAPI; the second group’s embryos were vitrified, using an equine 
embryos vitrification commercial kit. Vitrified embryos were then thawed and stained with 
DAPI. The total number of cells from each embryo was estimated using the correlation n = 
0,0106*d2+2,0542*d-375,28 (d = embryo diameter). The dead cell number (marked with 
DAPI) was counted under inverted phase microscope and the dead/total cell ratio calculated: 
about 0.7% for fresh embryos and 9% for vitrified (P=0,022). The percentage of damaged cells 
in fresh embryos was negligible and similar to what is reported in previous studies, while for 
vitrified embryos, despite higher, was significantly lower than what in literature is reported 
as the limit of viability for the equine embryo (20%). The encouraging results of this study 
need to be confirmed on a larger number of embryos and, above all, verified by the resulting 
pregnancy rate after transfer of vitrified embryos in recipient jennies. 
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1. L’ASINO: PASSATO E PRESENTE 
 
L’asino, Equus asinus, appartiene alla classe dei mammiferi, ordine 
perissodattili, famiglia equini, genere equus. 
Secondo varie ipotesi, l’asino domestico discenderebbe  dal selvatico 
africano (Equus asinus africanus) il cui mantello è fondamentalmente  
fulvo e grigio. L’asino selvatico è solito vivere in branchi 
numericamente ristretti con gerarchia matriarcale, a differenza del 
cavallo selvatico. 
L'asino si differenzia dal cavallo per le seguenti principali 
caratteristiche anatomiche e fenotipiche: 
statura minore; mancanza di un tipo brachimorfo; testa pesante e 
grossolana con arcate orbitarie e creste zigomatiche pronunciate; 
ganasce molto sviluppate; labbra grosse; orecchie lunghe; garrese 
poco sviluppato; dorso spesso insellato; groppa stretta e spiovente 
(mulina); ventre grande e cascante; arti sottili e asciutti; piede stretto 
e piccolo (incastellato) dotato di suola molto concava e con l'unghia 
molto resistente; pelo più rado e  grossolano; criniera meno 
abbondante; coda solitamente rivestita di peli solo all'estremità; 
mancanza delle castagnette (tipici rilievi cornei alla superficie interna 
dell'avambraccio ed al lato interno del metatarso) agli arti posteriori. 
L’habitat naturale di un asino selvatico prevede zone povere di 
vegetazione e  pietrose. L’asino selvatico vive e ha vissuto lungo le 
coste dell'Africa orientale-settentrionale, Siria, Afghanistan, Persia, 
Russia asiatica meridionale, Tibet, Mongolia, etc. 
 Si ipotizza che dall'Equus asinus africanus siano originate due 
sottospecie:  
-L'una quasi estinta, altezza 1,15 mt al garrese, con la cosiddetta 
linea crociata o croce di Sant'Andrea sul dorso. 
-L'altra, Equus asinus taeniopus, di taglia maggiore, 1,25 mt al 
garrese, priva quasi sempre della lista crociata, si è originata lungo la 
zona costiera africana del mar Rosso.  
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L'asino fu addomesticato per la prima volta in Numidia, in Europa la 
specie compare tardi, durante il Neolitico. I primi resti fossili 
compaiono, infatti, solo alla fine dell'epoca del bronzo. 
La domesticazione dell'asino è stato un momento determinante nello 
sviluppo delle società umane, trasformando in maniera decisiva i 
sistemi di trasporto delle società pastorali e aprendo le porte alla 
nascita delle prime città in Africa e in Asia. 
Fin dal 3000 a.C. l'asino domestico è stato usato in Palestina per 
trasportare le merci prima ancora del dromedario, selezionandolo 
dall'asino selvatico africano (Equus africanus), di cui già facevano 
parte le due sottospecie dell'asino selvatico di Nubia (Equus africanus 
africanus) e dell'asino selvatico della Somalia (Equus africanus 
somalicus). Velocemente il suo utilizzo si è esteso nel Mediterraneo e 
nel sud dell'Europa, diventando l'animale da soma e da monta più 
diffuso nelle civiltà dell'epoca 
(http://it.wikipedia.org/wiki/Equus_asinus - cite_note-fariss14-
12). Con la conquista del Nuovo Mondo, in particolare dal XVI secolo 
in poi, l'asino si è diffuso anche nell'America del Nord al seguito dei 
colonizzatori come animale da lavoro. È quindi fin dall'inizio della 
storia che gli asini sono stati utilizzati in Europa ed Asia occidentale 
per trasportare carichi, tirare carri e trasportare persone. Nonostante 
non sia veloce come il cavallo, è più robusto, il suo mantenimento è 
meno costoso, ha una gran resistenza e si muove agilmente su terreni 
difficili. Continua a mantenere una grande importanza in molti paesi 
in via di sviluppo. 
Anche in Italia viene usato come animale da soma, seppure in 
maniera decisamente minore rispetto al periodo precedente la 
meccanizzazione dell'agricoltura e lo spopolamento delle campagne 
nel XXI secolo. Infatti nel corso della storia, si può rilevare un 
andamento diversificato della specie asinina anche in funzione dello 
sviluppo economico e sociale sopravvenuto. 
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Fondamentalmente si è potuto rilevare lo sviluppo due trend 
maggiori: il primo, nei paesi industrializzati, dove l’allevamento è 
andato diminuendo nell’arco del secolo; il secondo, nei paesi in via di 
sviluppo dove l’allevamento è andato in crescendo. Tali andamenti 
sono da imputare alla percentuale di meccanizzazione presente, 
l’avvento delle macchine nel comparto agricolo e industriale ha, 
infatti, rimpiazzato il ruolo dell’animale come forza lavoro. 
In un censimento del 1927, risulta che in Europa la popolazione 
asinina si aggiri intorno ai tre milioni di individui diversamente 
distribuiti sul continente. (Tortorelli  N.(1927), “L’asino” – Ed.Paravia) 
In Italia il decremento della popolazione asinina ha avuto il suo inizio 
nella prima metà del XX secolo, con una discreta differente linea tra 
Nord e Sud Italia. Nel 1992, uno studio della SAVE Foundation ha 
individuato e censito otto razze e popolazioni asinine, di cui cinque a 
alto rischio di estinzione (meno di 100 individui), tre a rischio di 
estinzione, sei razze già estinte. Ad oggi, è stato rilevato un nuovo 
interesse per l’asino, grazie alle nuove attitudini attribuitegli; trova 
infatti il suo impiego, fondamentalmente, in diversi campi tra cui: 
 
1)L'alimentazione umana: 
 produzione di latte: il latte d’asina trova impiego 
fondamentalmente in tre campi: 
o essendo considerato il più simile a quello umano, è 
diventato un alimento fondamentale nella dieta dei 
neonati allergici alle proteine del latte vaccino. La sua 
utilizzazione in campo pediatrico risale già al tempo dei 
Greci, arrivando ai giorni nostri dal 1990 c’è stato un 
risveglio scientifico sull’argomento con una vasta 
produzione scientifica sia in campo zootecnico. 
 
 
9 
 
 
 
o la presenza di sostanze probiotiche, di fattori di rilascio 
ormonale, di anticorpi e di composto azotati ad azione 
antibatterica, rendono tale alimento utile anche 
nell’alimentazione di persone anziane e debilitate. Spicca, 
inoltre, l’elevato contenuto di lisozima , coadiuvante nel 
trattamento di patologie quali turbe dispeptiche, 
gastroenteriche del lattante e altre. Inoltre presenta 
un’elevata percentuale di lattoferrina, nota per la sua 
attività trofica della mucosa intestinale e per l’incremento 
della biodisponibilità del ferro. 
o produzione di cosmesi quali saponi, creme, bagno 
schiuma e altro. 
 
  carne e prodotti gastronomici: preparazione di salami e 
mortadelle (tipici in Italia quelli veneti e piemontesi) e di vari 
piatti tradizionali. 
 
2)Mezzo di trasporto : 
Trova inoltre buon impiego in strutture agrituristiche, fattorie 
didattiche, feste e sagre paesane come cavalcatura e trekking 
someggiato. 
 
 
 
  Acqua  
(%) 
Grasso 
   (%) 
Proteine 
   (%) 
Caseina 
    (%) 
Albumine 
     (%) 
Lattosio 
     (%) 
       
PH 
Asina 90,39 1,21 1,63 0,80 0,83 6,23 7,22 
Donna 87,57 3,38 1,64 0,46 1,18 6,69 7,0-
7,6 
Vacca 87,5 3,6-
4,5 
2,8-3,3 2,6-3 0,7-0,8 4,9 6,65 
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3)Pet Therapy: 
l’onoterapia è un particolare ramo della pet-therapy; tale tecnica 
sfrutta le particolari caratteristiche fisiche e comportamentali 
dell’asino, offrendo servizio di riabilitazione e cura di persone con 
handicap o persone che necessitano assistenza per il superamento di 
problemi di relazione o socializzazione. 
L’asino viene utilizzato, in particolare, per la terapia con pazienti 
autistici, depressi, iperattivi e ritardati. 
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1.1 Asino dell’Amiata 
 
Fig. 1.1.1 Esemplari asini di razza amiatina presso il Dipartimento di Scienze  
Veterinarie dell’Università di Pisa 
 
L’asino Amiatino è una razza autoctona derivante dall’asino africano 
(Fig.1.1.1). Fu  introdotto in Italia dagli Etruschi o da mercanti 
Fenici; ad oggi prevalentemente allevato in Toscana. Di questa razza 
si contano circa 1400 capi, viene considerata infatti razza a rischio di 
estinzione. L’asino Amiatino trova impiego nei tradizionali palii di cui 
è ricca la tradizione toscana, animale da trekking, cavalcatura per i 
bambini ed anche in onoterapia., recentemente è stata avviato il suo 
utilizzo anche per la produzione di latte come già avviene per altre 
razze asinine.  (http://www.filieraippicatoscana.it/cavalli/razze/36-
asino-amiata) Come riportato sulla scheda per la valutazione dei 
nuovi standard delle razze cavalline ed asinine, riportata nell’Allegato 
1, Articolo 1 del DM N.522 del 12 gennaio 2009, l’asino amiatino deve 
(http://www.aia.it/CMSContent/DM_25420_RA_Equini(1).pdf): 
 
1)Provenire dalla provincia di Grosseto, in particolare dal Monte 
Amiata. 
 
2)Avere attitudine alla soma, tiro leggero e cavalcatura. 
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3)Caratteri tipici specifici: 
 Mantello: sorcino con riga mulina crociata; zebratura agli arti; 
orecchie con orlatura scura; infarinatura del muso e ventre 
grigio chiaro. 
 Conformazione: 
o Testa: ben proporzionata; orecchie dritte e ben portate 
o Collo: forte e muscoloso. 
o Spalla:tendenzialmente dritta e robusta. 
o Garrese: appena pronunciato. 
o Linea dorso-lombare: distesa, ma sostenuta. 
o Groppa: spiovente. 
o Petto: aperto. 
o Torace: preferibilmente profondo. 
o Arti: corti e solidi, con tendini asciutti. 
o Articolazioni: larghe. 
o Andature: regolari 
o Appiombi: corretti. 
o Piede: robusto con unghia compatta. 
 Temperamento: nevrile. 
 Altre caratteristiche: sobrio, resistente, idoneo allo 
sfruttamento delle aree marginali. 
 
4)Dati biometrici (cm): 
 Maschi Femmine 
Altezza garrese 123-147 119-142 
Circonferenza 
torace 
143-173 133-163 
Circonferenza 
stinco 
16-22 15-19 
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2. STRUTTURA E SVILUPPO EMBRIONALE FINO ALLO 
STADIO DI BLASTOCISTI NEGLI EQUIDI 
2.1 Fecondazione e Segmentazione 
La fecondazione è un fenomeno della riproduzione sessuata che si 
esplica nell’unione di due gameti di sesso opposto e successiva 
fusione dei rispettivi nuclei, con risultato la formazione di una nuova 
cellula detta “Zigote”. Tale cellula contiene un nuovo potenziale 
genetico e una nuova organizzazione del materiale citoplasmatico, da 
cui successivamente deriverà un organismo pluricellulare (Pelagalli e 
Castaldo, 1998). Il processo di fecondazione è secondario 
all’accoppiamento, il quale favorisce l’incontro dei due gameti. Nella 
specie equina la deposizione del seme avviene all’interno dell’utero, gli 
estrogeni agevolano il movimento del materiale seminale inducendo 
delle modificazioni del muco e provocando la formazione di canali che 
facilitano la progressione degli spermatozoi. Solitamente il sito dove 
avviene il processo della fecondazione è nella maggior parte delle 
specie mammifere la giunzione istmo-ampollare dell’ovidutto (Mc 
Laren, 1984). Dopo l’accoppiamento, un numeroso quantitativo di 
spermatozoi risale le tube uterine al fine di incontrate l’ovocita, il 
quale è stato liberato a seguito del processo di deiscenza del follicolo 
ovarico, detta ovulazione (Pelagalli e Castaldo, 1998). Gli spermatozoi 
permangono per un certo lasso di tempo nelle tube uterine, al fine di 
completare la capacitazione, rappresentata dal cambiamento nella 
struttura lipidica della membrana degli spermatozoi, a seguito 
dell’eliminazione del colesterolo ad opera delle molecole di albumina 
presenti nelle vie genitali femminili. La variazione del rapporto 
colesterolo/fosfolipidi, determina una alterazione della membrana, 
innescando la reazione acrosomiale (Mc Laren, 1984), in seguito a cui 
avviene la fusione della membrana acrosomiale esterna e della 
membrana plasmatica dello spermatozoo, che si fondono in più punti 
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permettendo così la fuoriuscita del contenuto acrosomiale; allo stesso 
tempo la membrana acrosomiale interna ripristina la continuità con 
la membrana plasmatica. Il liquido acrosomiale è ricco di enzimi litici; 
con la liberazione di questo, lo spermatozoo è capace di attraversare 
le membrane che rivestono l’ovocita.  
Le membrane che troviamo a contornare l’ovocita sono: 
 Il cumolo ooforo, nel caso sia ancora presente (solitamente 
scompare prima del fenomeno della fecondazione) 
 La zona pellucida 
 La membrana vitellina (Mc Laren, 1984) 
All’intero del liquido acrosomiale è contenuto l’enzima ialuronidasi, 
questo è in grado di digerire l’acido ialuronico che unisce le cellule del 
cumolo ooforo. Successivamente l’acrosoma viene definitivamente 
perso, esponendo così il “perforatorium”, che insieme all’azione 
combinata con enzimi litici, permette di passare attraverso la zona 
pellucida dell’ovocita. L’ultima membrana che deve essere superata è 
l’oolemma, sulla superfici della cellula uovo sono presenti diversi 
microvilli, i quali avvolgono la testa del gamete maschile. A questo 
punto le membrane sia del gamete maschile che di quello femminile 
si rompono permettendo la fusione dei due, formando un’unica 
membrana cellulare che avvolge l’uovo e la superficie esterna dello 
spermatozoo. La membrana di quest’ultimo andrà a costituire perciò 
parte integrante della membrana vitellina (Mc Laren, 1984). 
La penetrazione dello spermatozoo all’intero dell’ovocita attiva, 
inoltre, il blocca alla polispermia. Si ha una depolarizzazione della 
membrana dell’ovocita che aumenta a sua volta la concentrazione 
citoplasmatica di ioni calcio che a sua volta induce il rilascio del 
contenuto dei granuli corticali (Pelagalli e Castaldo, 1998). Questi di 
conseguenza liberano verso l’esterno: 
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 mucopolisaccaridi che si aggiungono alla membrana vitellina 
formando una membrana spessa 
 enzimi proteici che distruggono i recettori glicoproteici per lo 
spermatozoo sulla membrana vitellina (Pelagalli e Castaldo, 
1998). 
Durante la penetrazione dello spermatozoo, la cellula uovo si trova 
nella fase della seconda divisione meiotica e dopo l’espulsione del 
primo globulo polare; anche se nella cavalla sembra che lo 
spermatozoo sia capace di entrare prima dell’inizio di tale fase (Mc 
Laren, 1984). Il secondo globulo polare, nella maggior parte delle 
specie, sembra sia espulso poco dopo che lo spermatozoo è entrato 
nella cellula uovo, a questo punto dovrebbe cominciare la formazione 
del pronucleo femminile. 
Una volta nell’ooplasma, la testa dello spermatozoo si ingrossa e 
acquisisce una consistenza gelatinosa, nel mentre sia la coda che il 
perforatorium gradualmente scompaiono. All’interno del nucleo del 
gamete maschile inoltre compaiono dei nucleoli che si fondono 
formando una membrana nucleare, si andrà a costituire così una 
struttura chiamata pronucleo maschile (Mc Laren, 1984). 
I due pronuclei iniziano a duplicare indipendentemente l’uno 
dall’altro il proprio DNA e successivamente i cromosomi diploidi si 
dispongono su una piastra equatoriale per iniziare la prima divisione 
del processo di segmentazione. I due pronuclei vengono quindi a 
contatto, fondendosi; i nucleoli e la membrana nucleare scompaiono 
e i pronuclei non sono più distinguibili individualmente. Il processo 
di fecondazione può quindi ritenersi completo. In quasi tutte le specie 
la fecondazione può avvenire entro le 12-24 ore dopo l’ovulazione (Mc 
Laren, 1984), diminuendo rapidamente dopo il raggiungimento 
dell’istmo. La prima divisione cellulare di un oocita fecondato avviene 
circa intorno alle 24 ore dall’ovulazione; inizia così un processo non 
accompagnato da accrescimento delle dimensioni della cellula, detto 
16 
 
Segmentazione. Questa consiste in una serie di divisioni mitotiche 
mediante cui il citoplasma della cellula uovo si ripartisce in cellule 
più piccole dette Blastomeri (Pelagalli e Castaldo, 1998). Come detto 
in precedenza, inizialmente non c’è accrescimento della cellula ma 
divisione della stessa con dimezzamento del volume dei blastomeri 
fino a raggiungere il rapporto nucleo-plasmatico proprio della specie 
di appartenenza. La segmentazione è un processo che solitamente 
avviene seguendo meccanismi determinati geneticamente, influenzati 
dal contenuto e dalla distribuzione di lecite. Gli equidi, in quanto 
mammiferi, hanno cellule uova alecitiche con scarso contenuto di 
tuorlo, infatti è la placenta che provvede al nutrimento del conceptus 
durante il corso della gravidanza (Pelagalli e Castaldo, 1998). La 
segmentazione è totale; la prima divisione è secondo il piano 
mediano, perciò l’embrione si divide in due blastomeri. Durante la 
seconda divisione, un blastomero si dividerà sempre lungo un piano 
mediano, l’altro invece lungo un piano equatoriale. La velocità di 
divisione non è uguale, motivo per cui possiamo trovare un numero 
dispari di blastomeri. Fino allo stadio di numero otto blastomeri, 
questi risultano essere bassamente uniti tra di loro, successivamente 
aumentando il contatto formeranno una sfera compatta, detta 
morula. Tra il  6° e 10° giorno dopo la fecondazione, le cellule della 
morula cominciano a secernere un fluido che si andrà ad accumulare 
in una cavità, detto blastocele, a sua volta circondato da uno strato di 
cellule derivanti dall’ectoderma (trofoblasto) da cui si svilupperanno, 
in seguito, gli annessi embrionali e successivamente la placenta. Ad 
un polo, inoltre, è presente un gruppo di cellule detto “nodo o bottone 
embrionale”, il quale darà origine all’embrione propriamente detto. 
Questa struttura rappresenta lo stadio finale del processo di 
segmentazione nei mammiferi, detta Blastocisti.  
La morula inizialmente è circondata dalla zona pellucida, la quale è 
conservata fino al momento della sua entrata in ambiente uterino, 
quando la morula costituita da circa 16-32 blastomeri, per poi 
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scomparire. Successivamente abbiamo la comparsa di un 
rivestimento acellulare, di circa 2 µm, detta “capsula”, tipica della 
specie equina. 
Nei giorni successivi, la crescita dell’embrione è esponenziale, senza 
una sensibile alterazione della struttura; circa al 9°-10° giorno, a 
partire dal nodo embrionale, le cui cellule , attraverso un processo di 
de laminazione si dispongono in due strati (ectoblasto e entoblasto). 
L’ectoblasto o ectoderma si unisce al trofoblasto, diversamente 
dall’entoblasto o endoderma che si attiva e và a formare internamente 
lungo il trofoblasto, un completo strato di cellule. Tra ectoderma e 
endoderma, in corrispondenza dell’area embrionaria, si và a 
differenziare invece il mesoderma, che si svilupperà anche in sede 
extraembrionale, interposto tra trofoblasto e ectoblasto (Starck, 
1975). Dal trofoblasto prenderà origine la placenta e gli invogli fetali, 
mentre dalla massa cellulare interna si formeranno sia l’embrione 
propriamente detto che gli annessi embrionali (Pelagalli e Castaldo, 
1998). Con il proseguirsi dello sviluppo, avremo la differenziazione del 
sistema nervoso centrale a partire dall’ectoderma, parte del’apparato 
tegumentario, ossa e muscoli a partire dal mesoderma, parti 
dell’apparato digerente a partire dall’endoderma. 
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2.2 Sviluppo embrionale nel cavallo e nell’asino 
A seguito del fenomeno dell’ovulazione, l’ovocita si trova in uno stadio 
dove ha completato la prima divisione meiotica, con espulsione del 
primo globulo polare, ed è bloccato alla seconda metafase. In questo 
momento del suo sviluppo prende il nome di ovocita secondario. 
Secondariamente all’accoppiamento, in un lasso di tempo di circa 12-
17 ore nella specie equina, abbiamo il completamento della fase di 
fertilizzazione; la prima divisione mitotica, come detto nel precedente 
paragrafo, avviene a 24 ore dall’ovulazione. Successivamente al 
completamento della fertilizzazione e della segmentazione, la 
blastocisti che né deriva si divide circa ogni 24 ore. 
Al raggiungimento di un totale di 32-64 blastomeri, la cellula viene 
definita Morula. A questo punto, l’embrione si cresce velocemente, è 
in questo momento che abbiamo il passaggio da morula a blastocisti, 
in cui il numero dei blastomeri continua ad aumentare. 
Un primo riconoscimento dello stato di gravidanza avviene già a 48 
ore dall’ovulazione associato alla produzione di un agente 
immunosoppressivo detto Fattore precoce di gravidanza; questo è 
stato rilevato, oltre che nella specie equina, anche nel topo, nell’uomo 
e nella pecora (Mckinnon et al., 1993).  
Il passaggio dell’embrione dall’ovidutto è solitamente intorno al 6° 
giorno, quando le dimensioni del’ embrione sono circa 200 µm. Gli 
ovociti non fecondati persistono, invece, solitamente nell’ovidutto  
(Allen, Wilsher, 2009). La maggioranza degli embrioni entra in 
ambiente uterino allo stadio di morula, solo una piccola percentuale 
scende in utero come blastocisti. Una blastocisti di specie equina, a 
7,5 giorni dopo l’ovulazione, ha un diametro di circa 500 µm e viene 
definita Blastocisti espansa, per la presenza di un blastocele espanso, 
il quale è circondato da una fila di cellule ectodermiche da cui 
prenderanno origine gli annessi embrionali e successivamente la 
19 
 
placenta. Come riportato nel precedente paragrafo, una blastocisti 
espansa è caratterizzata da: 
 la presenza a un polo del cosiddetto nodo embrionale (da cui si 
svilupperà l’embrione propriamente detto),  
 la perdita della Zona pellucida 
 la presenza di un sottile strato dello spessore di 2 µm 
acellulare, chiamato Capsula. Il trofoectoderma della 
blastocisti, secerne una sostanza ad alto peso molecolare, 
glicoproteine simili alla mucina ma ricche di residui di treonina 
e serina, che intrappolati nello spessore della zona pellucida 
vengono modellati a formare la capsula. Questa copertura 
permane a rivestire l’embrione per i successivi 20-25 giorni. 
È una fase inoltre caratterizzata da interazioni tra utero e embrione, 
che fondamentalmente si possono riassumere nei seguenti eventi: 
 migrazione dell’embrione all’interno del lume uterino per tutta 
la sua lunghezza diverse volte al giorno. La compattezza 
conferita all’embrione dalla presenza della capsula, impedisce 
l’allungamento del trofoblasto e garantisce il mantenimento 
della forma sferica dello stesso. La forza propulsiva 
dell’embrione è fornita dalle contrazioni uterine, tuttavia la 
mobilità intraluminale è favorita principalmente dalla forma 
sferica dell’embrione e dalle pieghe dell’endometrio a decorso 
longitudinale (Ginther, 1986, Ginther 1992). La mobilità 
dell’embrione è limitata nei giorni 9-10 dall’ovulazione e circa il 
60% dei suoi movimenti si limitano al corpo dell’utero (Ginther, 
1992; Senger, 2003). Successivamente aumenta, fino a 
raggiungere il massimo tra il 12° e il 14° giorno, in cui si muove 
da un corno all’altro mediamente 1,1 volte ogni 2 ore, con un 
totale medio di 13 volte al giorno e una velocità media di 3,4 
mm/min (Ginther, 1984). L’alta concentrazione di carica 
negativa di acido sialico, il quale costituisce le glicoproteine 
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della capsula, sembra stimolare e regolare i movimenti 
dell’embrione e contribuisce all’accumulo e rilascio di 
secrezioni da parte delle ghiandole esocrine endometriali. 
Queste secrezioni contengono proteine di trasporto, uterocalina 
e uteroglobulina  (Hafez, 2000) che sembrano essere la 
principale fonte di nutrimento dell’embrione fino ai 40 giorni di 
gestazione (Allen, 2009). È stato, infatti, appurato in uno studio 
che, se privati della capsula al 7° giorno, gli embrioni, trasferiti 
nuovamente in utero, non sono in grado di sopravvivere 
(Meadows, Allen, 2005). Inoltre la mobilità dell’embrione 
nell’utero è fondamentale al fine del riconoscimento dello stato 
di gravidanza. Determina, infatti, la secrezione di ormoni 
antiluteolitici da parte di tutta la superficie dell’endometrio. 
Un’altra ipotesi, sostiene che sia in grado di prevenire il rilascio 
ciclico delle PGF2α, le quali determinano luteolisi del corpo 
luteo interrompendo di conseguenza la possibile gravidanza 
(Hafez, 2000). È perciò di fondamentale importanza che i 
movimenti embrionali siano completi, poiché una riduzione di 
essi sembra essere legata a una percentuale di riassorbimento 
elevata (Mckinnon et al, 1993).   
 fissazione dell’embrione nell’utero, la quale consiste nella 
cessazione della migrazione. È riconosciuta come il primo 
giorno in cui non si rilevano cambiamenti di localizzazione della 
vescicola embrionale, solitamente avviene in modo brusco. La 
fissazione ha luogo a circa 15 giorni nei pony e a circa 16 giorni 
nella cavalla, in quest’ultima comunque mai oltre il 17° giorno 
post-ovulazione (Hafez, 2000). I meccanismi che la determinano 
sono in funzione delle modificazioni che avvengono ai fini 
dell’annidiamento dell’embrione, aumento della taglia 
dell’embrione e dell’aumento delle resistenze intraluminali date 
dallo sviluppo del tono dell’utero gravido. Quando raggiungono 
un punto critico, la mobilità cessa (Ginther,1992). Il punto di 
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fissazione della vescicola embrionale è quasi sempre a livello 
della curvatura nelle porzioni caudali di una delle due corna 
uterine, considerato come il punto nel quale esiste il maggior 
impedimento alla continuazione della mobilità (Ginther,1986). 
 perdita della forma sferica; la forma sferica dell’embrione viene  
mantenuta fino al giorno della fissazione, 16° giorno. 
Antecedentemente a questa data, l’embrione ha una certa 
turgidità che lì permette di mantenere la forma sferica anche al 
di fuori dell’ambiente uterino. A seguito della fissazione, tale 
sfericità và scemando tendendo a una forma più irregolare. Il 
cambio di forma è per lo più determinato dalla progressiva 
espansione della vescicola embrionale e l’aumento delle 
resistenze opposte dall’utero a seguito della sua aumentata 
turgidità; motivo per cui il diametro del conceptus rimane 
costante tra il 16° e il 26° giorno circa di gestazione.  
 orientamento dell’embrione, ovvero la sua capacità di 
posizionarsi in maniera tale che l’embrione propriamente detto 
sia localizzato nella parte ventrale, cioè al lato opposto 
all’attacco mesometriale (Ginther, 1986; Ginther 1992). 
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3. CENNI DI EMBRYO TRANSFER NEL CAVALLO 
 
L'embryo transfer (ET) è una tecnica di riproduzione assistita, che 
consiste nel recupero attraverso un lavaggio uterino di uno o più 
embrioni da una cavalla, detta donatrice (madre genetica) per 
trasferirli in altre cavalle, dette riceventi (madri uterine). Queste 
ultime si occuperanno di completare la gravidanza e, 
successivamente, dell’allattamento del puledro. 
I primi studi di embryo transfer nella specie equina iniziarono negli 
anni ’70 a Cambridge. Allen e Rowson recuperarono 19 embrioni 
provenienti da cavalli, asini, e ibridi delle due specie, 2-4 giorni dopo 
l’ovulazione. Questi furono successivamente trasferiti senza avere 
risultati soddisfacenti. Nel 1972 in Giappone furono recuperati per 
via non-chirurgica, attraverso l’uso di un sistema a tre vie, un totale 
di undici embrioni (uno allo stadio di morula, sette giovani blastocisti 
e tre blastocisti). Questi furono, quindi, trasferiti in cavalle riceventi 
che si trovavano tra il giorno 5 e il giorno 7 di diestro, senza tuttavia 
alcun successo (Oguri e Tsutsumi, 1972).  
Un secondo tentativo fu condotto due anni più tardi dagli stessi 
ricercatori; furono recuperati diciotto embrioni (allo stadio di 
blastocisti), quindici dei quali furono trasferiti per via trans vaginale. 
Dallo studio furono ottenuti così i primi puledri nati mediante embryo 
transfer (Oguri e Tsutsumi, 1974). 
I primi tentativi di trasferimento di embrioni equini attraverso la via 
chirurgica produssero pochi risultati ( Allen e Rowson registrarono 
nel 1975 il 44 % di gravidanze). Nel corso di studi condotti 
congiuntamente in Inghilterra e Polonia, furono sincronizzate 7 
donatrici a Cambridge e 6 riceventi a Cracovia. Cinque embrioni, 
furono recuperati chirurgicamente, trasferiti in ovidutti di coniglio e 
traspostati in Polonia dove furono trasferiti nelle cavalle riceventi con 
il risultato di due gravidanze. Tra il 1979 e il 1981 ebbe inizio in 
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Colorado il tentativo di trasferimento chirurgico con accesso medio-
ventrale (fino a quel momento erano state utilizzate tecniche non 
chirurgiche o chirurgiche con accesso dal fianco), non furono 
registrati buoni risultati. Negli stessi anni fu perfezionata la tecnica 
non chirurgica introdotta dagli autori giapponesi, per molti anni si 
rilevò poco efficace; tuttavia negli anni successivi si ebbero notevoli 
progressi ed a oggi la via non chirurgica è la tecnica elettiva in 
materia di embryo transfer. Lo sviluppo di nuove tecnologie quale la 
crioconservazione (la quale  permette il trasferimento di embrioni da 
donatrici a riceventi nonostante si trovino in luoghi distanti tra loro), 
ha interessato in maniera sensibile la specie bovina. L’applicazione di 
questa tecnica nel cavallo non portò a risultati soddisfacenti a causa 
della maggiore sensibilità dell’embrione equino al congelamento.. 
Griffield e colleghi trasferirono quattro embrioni dopo congelamento e 
scongelamento, registrando una sola gravidanza perdutasi al 
sessantesimo giorno. In uno studio del 1982, Yamamoto ottenne il 
primo puledro nato dopo congelamento. 
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3.1 Vantaggi e Limiti 
 
La tecnica di embryo transfer ha ad oggi trovato largo sviluppo e 
impiego nella normale pratica della riproduzione assistita in campo 
animale. Tra i paesi leader nel capo di tale tecnica sono sicuramente 
da segnalare: Stati Uniti, Argentina, Italia, Brasile, Australia, Canada, 
Francia. L’embryo transfer è una tecnica che ha portato molti 
vantaggi nell’ambito specifico della riproduzione equina, tra i quali 
permettere la riproduzione delle seguenti categorie di cavalle: 
 cavalle di alta genealogia, ma di età avanzata, con pregressi 
problemi riproduttivi, che possono compromettere l’esito della 
gravidanza. (Squires et al., 1999; Vanderwall, 2000); 
 cavalle sportive, in piena attività agonistica che non possono 
interromperla Mc Kinnon e Voss, 1993; Squiers et al., 1999; 
Camillo, 2003): 
 cavalle giovani, uno o due anni di età, ancora fuori dal circuito 
competitivo, al fine di anticipare la messa in riproduzione 
(Wesson e Ginther, 1981; Iuliano e Squires, 1985; Lagneaux et 
al., 1988; Savane et al., 1988; Camillo et al., 2001).  
A questo proposito, uno degli studi più originali si deve a Panzani 
et al., che nel 2007 inseminò 11 cavalle di razza Aveglinese di età 
compresa tra i 12 e i 16 mesi. Successivamente fu eseguito un 
flushing per i recupero degli eventuali embrioni per poi trasferirli 
in riceventi. Le gravidanze ottenute furono portate avanti fino al 
25° giorno, alla comparsa del battito cardiaco del’embrione, e 
successivamente interrotte attraverso l’impiego di prostaglandine. 
La percentuale di recupero ottenuta fu confrontata con cavalle di 2 
anni e con cavalle adulte della stessa struttura. Gli esiti dello 
studio, pur evidenziando una percentuale di recupero degli 
embrioni nelel cavalle di un anno pari a circa la metà di quelle di 
due anni e mature,  perciò hanno dimostrato che anche cavalle di 
un anno di età dare possono donare embrioni morfologicamente 
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nella norma e capaci di progredire nella gravidanza, per lo meno 
fino al 25° giorno. 
Per mezzo dell’embryo transfer nella specie equina è anche 
possibile: 
 prelevare più embrioni dalla stessa donatrice, ciò permette di 
ampliare notevolmente il patrimonio genetico della stessa; 
 diminuire i costi di gestione della riproduzione, in quanto il 
trasporto di un embrione comporta una spesa estremamente 
minore rispetto al trasporto della fattrice: 
 controllore la presenza e diffusione di malattie trasmissibili per 
via venerea. (Philpott, 1994; Le Tallec et al, 2001; Betteridge, 
2003); 
 impiegare cavalle geneticamente di poco valore, che non 
avrebbero altro utilizzo, come riceventi degli embrioni; 
 sfruttare tecniche di crioconservazione. Queste permettono di 
stoccare, conservare ed eventualmente trasferire in un secondo 
momento gli embrioni; ciò può trovare largo impiego in 
particolare nell’ambito della salvaguardia di specie a rischio di 
estinzione. 
Le limitazioni imposte dai registri di razza equini, riguardano 
prevalentemente: 
 Libro genealogico della razza Purosangue Inglese: esclude nella 
totalità l’utilizzo di una qualsiasi tecnica di riproduzione 
assistita. 
 Libro genealogico del Cavallo Trottatore Italiano: ammette la 
registrazione di solamente un puledro all’anno per cavalla e un 
massimo di 150 puledri all’anno per stallone. Nell’ambito 
dell’embryo transfer, inoltre vi è il vincolo dell’impiego di 
riceventi della stessa razza della donatrice. 
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Al contrario, il libro genealogico del Cavallo da Sella Italiano, 
dell’Avelignese e del Purosangue Arabo ammettono la registrazione di 
più puledri all’anno per cavalla (non ci sono limiti stabiliti).  
Un altro svantaggio è rappresentato dalla bassa percentuale di 
recupero di embrioni, se paragonata a quella bovina.  
In questa specie, infatti, è possibile attuare la superovulazione per 
mezzo di ormoni quali le gonadotropine corioniche equine (eCG) o 
l’ormone follicolo stimolante (FSH). Diversi lavori hanno dimostrato 
che l’ormone eCG nell’ambito della specie equina, anche se 
somministrato a dosi elevate, non ha effetti sullo sviluppo follicolare e 
sull’ovulazione stessa (Ginther, 1979; Allen 1982). La spiegazione 
sembra ricollegata ad una mancanza di recettori per questa 
gonadotropina sull’ovaia delle cavalle non gravide (Steward e Allen, 
1979). 
In altri studi è stato osservato che l’ormone GnRH ha la capacità di 
indurre la crescita e ovulazione di più follicoli in femmine in anestro, 
(Jhonson, 1987; Jhonson e Becker, 1988), mentre lo stesso ormone 
non è in grado di indurre ovulazioni multiple in cavalle cicliche 
(Irvine, 1981; Squires, 1989). 
Nel tentativo di trovare una metodica efficace a ottenere ovulazioni 
multiple nella cavalla, sono state utilizzate diverse tecniche: 
 FSH suino, il quale non ha sortito nessun effetto (Squires, 
1999) 
 Estratti ipofisari equini (EPE), i quali hanno dimostrato la 
capacità di indurre ovulazioni multiple in cavalle sia durante la 
fase ciclica che in anestro. Questi ormoni, usati a livello 
sperimentale, difficilmente potranno trovare impiego 
commerciale a causa dei grossi rischi sanitari che li 
caratterizzano, visto che sono estratti dal cervello di animali 
macellati (Douglas, 1982; Wood e Ginther, 1982; Pierson e 
Ginther 1990; Dippert, 1992; Squires e Seidal, 1995) 
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 Immunizzazione attiva e passiva utilizzando anticorpi anti-
inibina, questa ha portato esiti positivi ma presentava effetti 
collaterali, tra cui si registrano importanti reazioni nel sito di 
inoculo e reazioni anafilattiche (McCue et al., 1999; Squires e 
Seidel, 1995) 
 FSH equino, nel 2003 è stato condotto uno studio (Machado et 
al. 2004) per confrontare l'efficienza di EPE e eFSH nel 
promuovere superovulazione in sei cavalle. Le cavalle sono 
state divise in tre gruppi: Gruppo 1: Controllo, Gruppo 2: 
applicazione EPE - 25mg IM BID, Gruppo 3: eFSH - 12,5 mg 
IM BID. I risultati hanno mostrato che EPE e eFSH erano in 
grado di promuovere superovulazione in cavalle (3.4 (EPE) 
contro 4.2 (EFSH) ovulazioni / cavalla) e ha incrementato il 
numero di embrioni recuperati (1.0 (EPE) contro 2.2 (eFSH) 
embrioni / cavalla), rispetto al gruppo di controllo (0,4 
embrioni / cavalla). Sebbene non sono state osservate 
differenze statisticamente significative, tasso di recupero era 
numericamente superiore per le fattrici trattate con eFSH se 
confrontato con EPE (50% contro 30%, rispettivamente, per 
eFSH e EPE). In un altro esperimento sono state impiegate 
sedici cavalle usando eFSH (Alvarenga et al. 2003). Il numero di 
ovulazione nelle cavalle trattate con eFSH (4.0 ovulazioni) era 
significativamente più alta di quello osservato nelle cavalle del 
gruppo di controllo (1,0 ovulazione). La media del numero di 
embrioni recuperati per cavalle trattate con eFSH (2,0 embrioni 
/ ciclo) è stata significativamente superiore a quella del gruppo 
di controllo (0,6 embrioni / ciclo). Tuttavia, in due recenti 
pubblicazioni, è stata evidenziata scarsa risposta e  bassi tassi 
di recupero in cavalle trattati con 12,5 mg di eFSH due volte al 
giorno. In uno di questi esperimenti Raz et al., 2006, ha 
osservato che il numero medio di ovulazioni era 2.2 e 1.1 
rispettivamente per cavalle trattate e di controllo. La 
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percentuale di embrioni recuperati per ovulazione è stato circa 
il 30% in fattrici trattate con eFSH e 60% nel gruppo di 
controllo. Iniezione di 12,5 mg di eFSH, Squires et al., 2006, ha 
ottenuto in media per cavalle considerate buone donatrici 3.5 
ovulazioni e 1,5 embrioni, 2.3 ovulazioni e meno di 1,5 
embrioni in cavalle considerati donatrici scarse. Anche Peres et 
al., 2007, hanno osservato una buona risposta alla 
superovulazione (5.6 ovulazioni) con una bassa percentuale di 
embrioni per ovulazione. 
Nel 2006 Riera e colleghi riportarono una diminuzione una 
diminuzione del tasso di recupero embrionale in caso di ovulazioni 
doppie spontanee monolaterali (percentuale di recupero 54%), 
rispetto alle ovulazioni doppie bilaterali (percentuale di recupero 
64%). Ciò sembra essere dovuto a interazioni fisiche che si istaurano 
quando le ovulazioni doppie derivano dalla medesima ovaia visto che, 
a differenza delle altre specie, nella cavalla l’ovulazione può avvenire 
in una zona circoscritta dell’ovaia, la fossetta ovulatoria (Riera et al., 
2006). 
In conclusione, non esistono attualmente protocolli impiegabili nella 
pratica quotidiana per indurre la superovulazione nella cavalla. 
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3.2 Gestione donatrici 
 
La donatrice è una cavalla che non riesce a portare a termine una 
gravidanza ma tuttavia è in grado di concepire degli embrioni. Le 
cavalle donatrici solitamente sono: 
 cavalle con problemi riproduttivi o patologie generali che ne 
limitano le possibilità di portare a termine la gravidanza 
(patologie uterine subacute o croniche, perdite embrionali, 
ernie addominali, gravi traumi, zoppie gravi, traumi al tratto 
genitale)  
 cavalle con anamnesi di aborti ricorrenti 
 cavalle in attività sportiva che sono impossibilitate a 
interrompere le competizioni per portare avanti la gravidanza 
 cavalle di grande valore economico di cui si desiderano più 
puledri 
 cavalle molto anziane con scarsa efficienza riproduttiva 
 cavalle giovani 
Di fondamentale importanza è la conoscenza dell'anamnesi 
riproduttiva dettagliata della cavalla, in modo particolare, se si tratta 
di un’animale anziano. Si procederà comunque sia con una visita 
clinica generale che con un esame accurato e completo dell’apparato 
riproduttore: 
 inizialmente si procede con una valutazione esterna dei genitali 
al fine di individuare anomalie della conformazione (es. 
un’alterazione della rima vulvare o un’eccessiva angolazione 
dell’asse della vulva, derivante dall'infossamento dell'ano 
potrebbe essere la causa di pneumovagina e/o pneumometra, 
che determinano una diminuzione dell’efficienza riproduttiva 
della cavalla); 
  viene poi effettuata una palpazione per via transrettale del 
tratto riproduttivo interno (cervice, utero, ovaie) valutando la 
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forma e il tono della cervice, le dimensioni e tono dell’utero e le 
ovaie. Si passa poi all’ecografia transrettale dove è possibile 
rilevare l'aspetto generale di utero, ovaie e cervice o l’eventuale 
presenza di  raccolte, patologiche e non, di liquido, aria o cisti 
endometriali (McKinnon et al. 1987). 
 Indagini più specifiche, come esami batteriologici, citologici o 
biopsie uterine, possono essere effettuate per via trans 
vaginale; mediante queste tecniche diagnostiche è possibile 
individuare quadri infettivi, infiammatori o degenerativi, che 
possono richiedere un trattamento specifico.  
A inizio stagione riproduttiva la cavalla viene monitorata attraverso 
palpazione rettale ed ecografia transrettale al fine di individuare 
l’inizio dell'attività ciclica. Al fine di anticipare l’attività ovarica si 
possono adottare diversi protocolli: ad esempio, vi è la possibilità di 
utilizzare un programma di illuminazione artificiale. Palmer e 
collaboratori hanno effettuato uno studio secondo il quale è possibile 
anticipare di sessanta giorni la prima ovulazione della stagione 
riproduttiva sottoponendo le cavalle a sedici ore di luce e otto ore di 
buio a partire dalla seconda metà del mese di novembre (BIBLIO). 
Questo è necessario perché le cavalle devono essere esposte ad un 
fotoperiodo negativo di almeno quaranta giorni prima del 
trattamento, affinché questo risulti efficace (Palmer et al., 1982). 
Nella cavalla in transizione, in cui non è stato possibile o non si è 
voluto attuare il trattamento con fotoperiodo, è possibile avvalersi di 
un protocollo con dopamino-antagonisti. Panzani e collaboratori 
(2011) hanno utilizzato un farmaco di questa classe, la sulpiride, 
all'inizio della fase di transizione primaverile al fine di anticipare 
l'attività ciclica. Nello studio sono state utilizzate quarantanove 
trottatrici stagionalmente acicliche, trentaquattro di queste sono state 
trattate con 1mg/kg/die di sulpiride al rilevamento ecografico di un 
follicolo di 25 mm di diametro fino all'ovulazione, per una durata 
massima di ventuno giorni; le altre cavalle non sono state sottoposte 
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al trattamento. I risultati hanno portato un'anticipazione delle prime 
ovulazioni della stagione del gruppo di studio, senza interferenze 
sulla fertilità (Panzani et al., 2011). 
Con l’inizio dell'attività ciclica, si inizia a valutare quotidianamente lo 
sviluppo e l'andamento di accrescimento del follicolo in parallelo alla 
consistenza alla palpazione e all’aspetto ecografico dell’utero.  
La conferma del calore può essere comprovata dalla cosiddetta “prova 
della sbarra” nel caso si disponga di uno stallone. La cavalla viene 
condotta dal maschio e ne viene valutata la reazione. Affinché tale 
prova sia ritenuta positiva la cavalla deve mostrare:  
- minzione frequente 
- piazzamento con gli arti posteriori divaricati 
- alzamento della coda 
- accettazione del maschio 
- esposizione del clitoride 
In questo modo è possibile individuare quale sia il momento migliore 
per l’induzione dell'ovulazione e la successiva inseminazione, le quali 
costituiscono altri aspetti fondamentali da considerare entro un 
protocollo di embryo transfer. La pratica dell'induzione dell'ovulazione 
nelle cavalle è ormai di comune uso, soprattutto se è in programma 
l’utilizzo di seme congelato o refrigerato.  
I farmaci di più comune utilizzo sono: 
- hCG (human Chorionic Gonadotrophin)  
- analoghi del GnRH (Gonadotrophin-Releasing Hormone). 
L'hCG è un ormone eterologo di origine umana prodotto 
naturalmente dalle cellule sinciziali della placenta umana con 
tropismo per le gonadi. Questo ha un effetto LH-simile in ogni specie, 
ovvero induce lo sviluppo del follicolo dominante, la maturazione di 
questo e la sua successiva ovulazione. L’hCG risulta essere il più 
comunemente utilizzato al fine di indurre l'ovulazione in ambito di 
riproduzione equina. Numerosi studi hanno dimostrato che una 
singola somministrazione di 2000-2500 UI per via intravenosa in 
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fattrici in estro con un follicolo di 35 mm di diametro è in grado di 
indurre l'ovulazione nelle 24 e 48 ore successive (Michel et al., 1986) 
(Barbacini et al., 2000) (Camillo et al., 2004). 
È stato effettuato anche uno studio dove è stata somministrata una 
dose di 2000-3000 UI di hCG (Vetecor®) in puledre  di razza 
Avelignese di 2 anni di età che mostravano comportamento estrale e 
follicoli di diametro maggiore a 34 mm; la percentuali di ovulazione, 
tra le 34 e le 42 ore successive all'iniezione, erano dell'87% (Camillo 
et al.,1999). Tuttavia essendo l’hCG una proteina eterologa per la 
cavalla, il suo uso ripetuto induce una reazione anticorpale con 
consequenziale perdita di efficacia del trattamento. Questo aspetto 
costituisce un limite fondamentale al suo utilizzo (Dushamp et al., 
1987). A causa di questa sua caratteristica, si è reso necessario 
trovare alternative. Barrier-Battut e collaboratori hanno effettuato 
uno studio per analizzare gli effetti di un farmaco analogo del GnRH, 
Buserelin acetato, con lo scopo di poterlo utilizzare come alternativa 
all’hCG. Fu testata la sua efficacia attraverso una somministrazione 
di 40 μg in 4 dosi per via intravenosa ogni 12 ore, messo poi in 
paragone con l’uso di un placebo e con l’uso di una dose pari a 2500 
UI di hCG somministrati per via intravenosa. Lo studio ha prodotto 
risultati incoraggianti, promuovendo il Buserelin acetato a valida 
alternativa per l’induzione dell'ovulazione  tra le 24 e le 48 ore 
dall'inizio del trattamento (Barrier-Battut et al., 2001). Nel 2004, allo 
scopo di confermare l’efficacia clinica del Buserelin acetato, Camillo e 
collaboratori hanno effettuato uno studio che prevedeva la 
somministrazione per via intravenosa di una dose di 40 μg due volte 
al giorno. A tal fine sono state utilizzate cavalle di razza Avelignese. Al 
rilievo ecografico di follicoli con diametro maggiore di 32 mm 
associato alla comparsa di un utero da calore e positività alla “prova 
della sbarra”, le cavalle venivano indotte con Buserelin acetato. Come 
paragone furono usati: un gruppo di controllo trattato con un 
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placebo, ed un gruppo trattato con una singola somministrazione 
intravenosa di 2500 UI di hCG. I risultati ottenuti non confermarono 
quelli del precedente studio; infatti solamente una percentuale pari al 
23% di cavalle sottoposte al trattamento con Buserelin ovularono tra 
le 36 e le 48 ore, contro l'88% di quelle trattate con hCG. La 
conclusione del lavoro è quindi stata che, nonostante non influenzi 
negativamente il numero di ovulazione per ciclo e la fertilità dei 
soggetti sottoposti a tale trattamento, il Buserelin acetato non 
determina un controllo sul momento di ovulazione pari a quello 
dell'hCG (Camillo et al., 2004). 
Un’altra alternativa all’hCG è rappresentata sempre da un analogo 
sintetico del GnRH, deslorelin acetato (Ovuplant®). Questo farmaco si 
presenta come impianto sottocutaneo cilindrico in materiale 
biocompatibile, già caricato in una siringa dotata di ago per 
l’applicazione. Il sito di localizzazione elettivo è a livello della rima 
vulvare, appena sotto la sottomucosa per permettere comunque la 
visione dell’impianto, poiché successivamente dovrà essere rimosso. 
Questo impianto è capace di indurre l’ovulazione entro le 48 h 
dall’applicazione nell’88% delle cavalle (McKinnon et al., 1993; Jochle 
e Trigg., 1993; Jochle et al., 1997, Meyers et al., 1997) o, meglio, 
dopo mediamente 40,7±3,2 ore dopo l’applicazione, in cavalle in estro 
con follicoli di diametro superiore ai 30 mm (McKinnon et al., 1997). 
L’impianto determina un rilascio prolungato e continuo del farmaco, 
di conseguenza è importante che venga rimosso dopo l’ovulazione per 
evitare una down-regulation recettoriale sul rilascio di gonadotropine 
da parte dell’ipofisi  che potrebbe causare un allungamento del ciclo 
fino a un’interruzione temporanea dell’attività ovarica in caso di 
trattamenti ripetuti (Jhonson et al., 2002).  
Una piccola parentesi va fatta sulla gestione dell’ovulazione nella 
specie asinina. Al fine di sperimentare l’uso di alcuni farmaci per 
l’induzione dell’ovulazione negli asini, Carluccio e colleghi hanno 
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effettuato uno studio che ha previsto l’uso di 77 asine di razza 
Martina Franca suddivise in tre gruppi: 
 34 asine trattate con una singola somministrazione intravenosa 
di 100 μg Lecirelin (Dalmarelin®), analogo del GnRH. 
 27 asine trattate con una singola somministrazione intravenosa 
di 2500 UI di hCG 
 16 asine come gruppo di controllo non trattate e monitorate 
solo al fine di seguire la normale ovulazione spontanee 
I risultati si sono dimostrati differenti da quelli ottenuti nella cavalla. 
Nell'asina sia l’analogo di GnRH, in una singola somministrazione, sia 
l'hCG si sono dimostrati in grado di indurre l'ovulazione mediamente 
entro 43 ore dal trattamento (Carluccio et al., 2007).  
Un altro studio è stato condotto da Panzani e collaboratori al fine di 
valutare l'utilizzo di un analogo del GnRH, il bureselin acetato 
(Suprefact®), per indurre l'ovulazione in asine di razza amiatina. Un 
totale di dieci asine sono state trattate con una singola dose di 3,15 
mg di Buserelin acetato mediante iniezione sottocutanea nel 
momento in cui presentavano comportamento estrale e un follicolo di 
33 +/- 1 mm di diametro (ora 0). Come gruppo di controllo è stato 
utilizzato un totale di 13 asine a cui non è stato effettuato alcun tipo 
di trattamento. Le asine sono state poi monitorate attraverso 
ecografia transrettale per rilevare il momento dell'ovulazione. Le 
percentuali di ovulazione ottenute tra le 24 e le 48 ore successive 
all'ora 0 sono state dell'80% per le asine trattate e del 31% per quelle 
non trattate. Gli autori hanno quindi concluso che risulta possibile 
indurre l'ovulazione nell'asina con una singola somministrazione 
sottocutanea di 3, 15 mg di Buserelin acetato (Panzani et al., 2012). 
Un altro parametro da prendere in considerazione all’interno di un 
protocollo di Embryo transfer è anche la tipologia di seme che 
abbiamo in programma di utilizzare. Fondamentalmente, si può 
utilizzare: 
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 Seme fresco, sicuramente la scelta migliore e la più consigliata, 
se disponibile. Solitamente presenta una fertilità molto alta e 
una gestione più facile. Dall’inizio dell’estro vengono effettuate 
inseminazione ogni 48 ore fino all'ovulazione 
 Seme refrigerato, l'inseminazione in questo caso deve essere 
eseguita entro le 24 ore prima dell'ovulazione. 
 Seme congelato, il quale presenta un iter gestionale più 
complicato, inoltre ha una fertilità minore poiché gli 
spermatozoi risentono in maniera sensibile dei processi di 
congelamento e scongelamento. Al fine di ottimizzare la sua 
bassa capacità fecondante è necessario inseminare il più vicino 
possibile all'ovulazione (in un intervallo di tempo tra le 12 ore 
prima dell’ovulazione e le 6 ore dopo). Questo richiede un 
protocollo di monitoraggio ecografico della donatrice più 
assiduo. 
  
36 
 
3.3 Gestione riceventi 
 
Le riceventi sono le madri uterine dell'embrione trasferito dalla 
donatrice. Queste cavalle hanno la funzione di portare avanti la 
gravidanza al posto della madre genetica fino al momento del parto, a 
loro è affidato inoltre il compito di nutrire il puledro nato e il suo 
imprinting fino allo svezzamento. Per questi motivi la ricevente riveste 
un ruolo fondamentale all’interno di un programma di embryo 
transfer. 
Di prassi, sarebbe buona pratica associare un numero pari a 2/3 
riceventi per donatrice, al fine di permettere una scelta più 
appropriata e ottimale al momento del trasferimento.  
Gli aspetti da considerare durante la scelta di una ricevente sono: 
 la mole della ricevente (deve essere pari a quella della 
donatrice),  
 buone caratteristiche anatomo-fisiologiche del tratto 
riproduttivo e regolarità dei cicli. 
  l'età (si preferiscono cavalle di età compresa tra i 3 e i 10 anni), 
  lo stato nutrizionale 
  lo sviluppo mammario e l’attitudine all’allattamento e cure 
parentali 
 altre gravidanze (andamento e durata della gravidanza, 
eventuali perdite embrionali o aborti), 
  altri parti (nullipare o pluripare; problemi ai parti precedenti e 
eventuali distocie). 
L'anamnesi, l'esame dell'apparato riproduttivo della ricevente 
(valutazione dei genitali esterni; palpazione rettale e ecografia 
transrettale) e la sua attività ciclica durante la stagione riproduttiva 
sono i capisaldi da valutare durante la scelta della ricevente. 
Carnevale e colleghi hanno effettuato uno studio che ha evidenziato 
come il tono dell'utero e la qualità della cervice siano caratteristiche 
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che influenzano direttamente i tassi di gravidanza ottenuti in un 
programma di embryo transfer, di estrema importanza quindi nella 
ricerca di una ricevente appropriata (Carnevale et al., 2000). 
Infine, le cavalle vengono sottoposte sia ad esame citologico che 
colturale e a prelievo bioptico. Il rilievo di anomalie riproduttive, 
eventuali infezioni uterine, esclude le cavalle dal ruolo di potenziali 
riceventi. E' necessario inoltre valutare anche nel complesso la 
ricevente, considerando anche le condizioni degli altri apparati; 
alcune patologie del piede (ad esempio la laminite, la navicolite o 
cause di zoppie in generale) o malattie dell'albero respiratorio possono 
influenzare negativamente le caratteristiche riproduttive o complicare 
l'andamento della gestazione e il parto. Per cui è necessario che 
queste cavalle siano perfettamente in salute. 
Una volta scelta la ricevente, questa viene monitorata giornalmente 
mediante palpazione ed ecografia transrettali, in tal modo è possibile 
individuare l'approssimarsi dell'ovulazione.  
Di estrema importanza al fine della buona riuscita del trasferimento 
di embrione è la sincronizzazione della ricevente con la donatrice. I 
farmaci di più utilizzati a tale fine sono: 
 le PGF2alfa per ottenere la luteolisi ed il rientro in calore, 
 l'hCG o gli analoghi del GnRH per indurre l'ovulazione.  
È necessario che la ricevente ovuli lo stesso giorno o entro i 2-3 giorni 
successivi rispetto all'ovulazione della donatrice (McKinnon e Squires, 
1988) (Squires et al., 2003). Nel caso in cui sia possibile avere più 
riceventi per donatrice, è buona prassi effettuare una visita prima del 
trasferimento embrionale al fine di identificare l’animale più idoneo; 
viene effettuata perciò una palpazione rettale con particolare 
attenzione al tono dell’utero e la dimensione della cervice, sempre 
associata a una valutazione ecografica per visualizzare l'aspetto 
dell'utero, del corpo luteo e della cervice. La ricevente viene valutata 
idonea se presenta: 
- un utero tonico e senza pieghe,  
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- una cervice chiusa  
- un corpo luteo visibile e ben definito. 
Carnevale e colleghi hanno effettuato uno studio dove si riporta la 
valutazione a 5 giorni di diestro dell'apparato riproduttore di alcune 
riceventi; le cavalle vennero suddivise in: 
- “accettabili” se presentavano un tono uterino buono o eccellente 
- “marginalmente accettabili” se presentavano un tono modesto o 
scarso. I tassi di gravidanza 50 giorni dopo il trasferimento degli 
embrioni, risultarono significativamente più alti nel primo gruppo 
rispetto al secondo (Carnevale et al., 2000). Inoltre, considerando 
cavalle comprese tra il 5° e il 9° giorno dopo l’ovulazione, si ottennero 
tassi di morte embrionale significativamente maggiori in riceventi 
impiegate tra 7 e 9 giorni dopo l'ovulazione rispetto a quelle impiegate 
a 5 o 6 (Carnevale et al., 2000). 
Hinrichs e colleghi effettuarono uno studio per la valutazione della 
potenziale capacità di cavalle ovariectomizzate di poter sostenere una 
gravidanza con l’ausilio di una somministrazione esogena di 
progestinici di sintesi. Lo studio, nonostante il numero limitato di 
gravidanze ottenute, dimostrò che cavalle ovariectomizzate trattate 
con Altrenogest® possono sostenere una gravidanza dopo embryo 
transfer (Hinrichs et al., 1986). Un anno più tardi McKinnon e 
colleghi condussero studi al fine di stabilire quale fosse la dose di 
progestinico necessario per il mantenimento della gravidanza nelle 
fattrici ovariectomizzate. I risultati attestarono che la 
somministrazione di AltrenogestR alla dose di 0,044 mg/Kg al giorno 
permetteva di ottenere una gravidanza nel 70% delle cavalle trattate 
(McKinnon et al., 1988). Ad oggi, distribuiti in tutto il mondo, 
esistono alcuni gruppi centralizzati di riceventi a cui confluiscono 
donatrici o embrioni da trasferire. 
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3.4 Tecniche di recupero degli embrioni equini 
 
Il recupero dell’embrione dalla donatrice avviene tramite un lavaggio 
uterino o “flushing”. È una tecnica non chirurgica atraumatica 
effettuata 7 o 8 giorni dopo l’ovulazione della donatrice. Tale 
procedura consiste nella cateterizzazione della cervice della cavalla 
per mezzo di una sonda specifica, attraverso cui vengono eseguiti 
ripetuti lavaggi con soluzione isotonica in diversa quantità a seconda 
se la cavalla sia essere pluripara (2 lt a sacca) o nullipara (1 lt a 
sacca) (Panzani et al, 2014). Frequentemente, comunque, è la cavalla 
stessa a comunicarci quando è opportuno interrompere l'immissione 
di fluido in utero, poiché mostra un improvviso fastidio e disagio. Il 
liquido utilizzato viene posto in un termostato il giorno precedente al 
fine di portarlo a una temperatura pari a 37°C. Per l’esecuzione del 
lavaggio viene utilizzata una sonda a “tre vie”: una via è 
rappresentata da un catetere che viene inserito in utero per via 
transcervicale e presenta un’estremità che termina con un palloncino, 
il quale viene insufflato con aria. Lo scopo del palloncino è quello di 
chiudere l’apertura cervicale ed impedire l’eventuale reflusso del 
liquido di lavaggio in vagina. Le altre due vie sono rappresentate da 
un tubo di silicone la cui estremità è collegata alla sacca di soluzione 
per il lavaggio e da un altro tubo di silicone la cui estremità è 
collegata ad un filtro. La soluzione viene fatta defluire in utero per 
gravità, mantenendo chiusa la via del filtro, fino a un discreto 
riempimento della cavità uterina. Il passaggio successivo consiste nel 
recupero del liquido, chiudendo la via della sacca e aprendo quella 
del filtro. In questo modo, la soluzione di recupero esce sempre per 
gravità e l’eventuale embrione viene trattenendo all’interno del filtro. 
Si ripete questa sequenza per circa cinque volte. Una volta terminati i 
lavaggi viene sgonfiato il palloncino ed estratto il catetere. Il filtro 
viene quindi separato dalla sonda e esaminato, sotto cappa a flusso 
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laminare, attraverso uno stereomicroscopio al fine di ricercare 
l’eventuale embrione che talvolta può essere individuato anche a 
occhio nudo. Ci sono diversi fattori che influiscono sulla percentuale 
di recupero embrionale, tra i più importanti sono da segnalare l'età 
della donatrice e il giorno del lavaggio. Un’ embrione equino completa 
la sua discesa dall'ovidutto nell'utero in 5-6 giorni, il recupero dello 
stesso può essere effettuato tra il 6° e il 9° giorno dopo l’ovulazione 
della donatrice. Il recupero al 6° giorno è più rischioso e presenta una 
percentuale maggiore di insuccessi; l'embrione è molto piccolo, quindi 
più difficile da individuare e più facile da perdere. Va inoltre 
considerato che ci possono essere dei ritardi nella discesa in utero, 
eventualità frequente soprattutto in cavalle anziane in cui lo sviluppo 
embrionale progredisce più lentamente. Ne consegue, quindi, che il 
flushing a sei giorni dopo l’ovulazione presenta un tasso di recupero 
inferiore; tuttavia se l’embrione è destinato a essere crioconservato, il 
recupero a sei giorni è, a tutt’oggi, obbligatorio. (Squires et al., 1999). 
Il recupero al 9° giorno post-ovulazione presenta il problema 
esattamente contrario del precedente. L’embrione presenta delle 
dimensioni nettamente maggiori, risulta quindi difficile la sua 
manipolazione e trasferimento, senza che a questo siano recati danni. 
Fleury e Alvarenga hanno evidenziato che esistono percentuali di 
recupero diverse a seconda se il flushing viene effettuato al 7°, all'8° e 
al 9° giorno, rispettivamente i tassi registrati sono stati 49,3%, 58% e 
54,5% (Fleury e Alvarenga, 1999). La tempistica ottimale per il 
recupero dell’embrione, in caso di trasferimento immediato o dopo 
refrigerazione, perciò risulta essere tra il 7° e l' 8° giorno post-
ovulazione, quando l’embrione si trova, generalmente, allo stadio di 
giovane blastocisti o blastocisti espansa. Prima di effettuare il 
flushing uterino, la donatrice viene contenuta in un travaglio e la 
coda fasciata. Si effettuano poi tre lavaggi di tutta la zona perineale 
con sapone antisettico avendo cura di sciacquare ed asciugare bene 
la parte. L'operatore, vestito un guanto sterile, può a questo punto 
41 
 
inserire in vagina il catetere di silicone sterile proteggendone 
l’estremità con la mano; una volta reperito l'ostio cervicale esterno, il 
catetere viene introdotto attraverso il canale cervicale fino a 
raggiungere il lume uterino. A questo punto viene insufflato il 
palloncino all'estremità craniale della sonda e successivamente tirato 
leggermente verso l’esterno, per farlo aderire all'ostio cervicale uterino 
ed evitare l’eventuale fuoriuscita del liquido immesso. Talvolta nelle 
cavalle che lo permettono, al fine di favorire una distribuzione 
omogenea del liquido, è possibile massaggiare delicatamente l'utero 
attraverso il retto garantendo un lavaggio ottimale. Le soluzioni 
utilizzati per i lavaggi uterini disponibili sono molte. Sebbene nel 
passato i professionisti fossero in grado di preparare da soli i propri 
medium acquistando i composti di base da miscelare, per diverso 
tempo la più utilizzata è stata la soluzione salina tamponata con 
fosfati (phosphate buffered saline, PBS) di Dulbecco con aggiunta di 
siero fetale (FCS) o neonatale (NCS) di vitello e antibiotici (Blanchard 
et al., 2003). Ad oggi sono disponibili in commercio soluzioni 
complete, che non necessitano integrazioni. Il Ringer lattato è una 
soluzione economica e di facile reperibilità, che risulta essere una 
valida alternativa a tali media. La percentuale di recupero media di 
embrioni di cavallo è del 50-60% circa, con variazioni notevoli in base 
alla qualità della donatrice e a quella del seme impiegato. Cavalle 
anziane con uno stato riproduttivo scadente hanno tassi di recupero 
embrionale ridotti. Le cause sono solitamente riconducibili a 
patologie dell'utero e dell'ovidutto, e ad una più alta percentuale di 
morte embrionale precoce (Squires et al., 1999). Jasko e collaboratori 
hanno effettuato una valutazione dell'influenza della modalità di 
conservazione del seme sulle percentuali di gravidanza, riscontrando 
il 76% di gravidanze con l'utilizzo di seme fresco contro il 56% con 
seme refrigerato, e tassi di recupero embrionale pari a 74% con seme 
refrigerato contro il 56% con seme congelato (Jasko et al., 1992). 
  
42 
 
3.5 Tecniche di trasferimento di embrioni equini 
 
Il trasferimento degli embrioni può avvenire sia mediante tecnica 
chirurgica e che mediante tecnica non chirurgica. Sebbene alcuni 
autori e laboratori prediligano ancora il trasferimento chirurgico, ad 
oggi la maggior parte degli embrioni vengono trasferiti non 
chirurgicamente. Il trattamento chirurgico si esegue esteriorizzando 
una delle due corna uterine attraverso una breccia laparotomica 
effettuata sul fianco in anestesia locale con la cavalla in piedi, seguita 
da un'incisione della parete uterina in un punto scarsamente 
vascolarizzato; si procede quindi al trasferimento dell'embrione nel 
lume uterino, che può essere effettuato con una pipetta oppure 
mediante paillette. La puntura non richiede sutura e il corno uterino 
viene riposizionato in cavità peritoneale mentre la breccia sul fianco 
viene suturata come di routine (Blanchard et al., 2003). 
L'approccio non chirurgico prevede il trasferimento dell'embrione 
attraverso la cateterizzazione cervicale. I primi ad utilizzare questa 
tecnica furono, come precedentemente detto, Oguri e Tsutsumi nel 
1972. Le scarse percentuali di gravidanza ottenute dopo 
trasferimento non chirurgico furono imputate a: 
 sito di deposizione dell'embrione 
 eventuale danno all'embrione durante il trasferimento 
 espulsione dell'embrione dall'utero 
 introduzione di contaminanti nell'utero con conseguenti 
infezioni lievi 
Iuliano e colleghi valutarono i tassi di sviluppo embrionale delle due 
tecniche confrontandole, ottenendo il 72% di gravidanze dopo 
trasferimento per via chirurgica e il 45% attraverso l’uso della via non 
chirurgica (Iuliano et al., 1985). Negli anni lo sviluppo della tecnica 
non chirurgica è avvenuto lentamente, tuttavia ad oggi è 
universalmente la preferita e più utilizzata; in quanto, a parità di 
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risultati, risulta di più facile impiego e minori costi. Gli strumenti che 
possono essere utilizzati sono vari. Il più impiegato è uno strumento 
molto simile ad una pistolette di metallo per l’inseminazione delle 
bovine, caricata con una paillette da 0,25 ml o da 0,5 ml (la scelta 
dipende dalle dimensioni dell'embrione). L'embrione viene caricato 
nella paillette in maniera tale da minimizzare il suo movimento 
all'interno della stessa (la sequenza corretta di caricamento della 
paillette è: medium, aria, medium contenente l'embrione, aria, 
medium). Nel mentre viene preparata la ricevente posizionandola nel 
travaglio, fasciata la coda ed effettuati tre lavaggi con sapone 
antisettico della zona perineale. La pistolette sterile caricata con la 
paillette contenente l'embrione e protetta da una guaina sterile, viene 
introdotta in vagina da un operatore provvisto di guanti sterili. 
Raggiunto l'ostio cervicale esterno, e fatta penetrare la pistolette nel 
canale cervicale, l'operatore provvede a rompere la guaina protettrice 
così da evitare di introdurre in utero contaminanti provenienti dalla 
vagina. Lo strumento viene fatto progredire fino al raggiungimento del 
fondo del corpo uterino (circa a livello della biforcazione) dove viene 
rilasciato l’embrione mediante l'uso di un mandrino. Le percentuali di 
gestazione che si ottengono con questa tecnica variano dal 50% al 
75% (McKinnon e Squires, 1988); (Squires et al., 1999). 
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4. EMBRYO TRANSFER NELL'ASINO 
 
L’applicazione della tecnica di Embryo transfer nella specie asinina 
può avere una valenza ai fine di conservazione di razze in via di 
estinzione e tutela della biodiversità. 
Il fattore stimolante a fine economico, che caratterizza l’interesse 
primario dell’applicazione di questa tecnica in ambito equino e 
bovino, è decisamente lontano nella realtà della specie asinina. 
Sempre al fine di tutela di talune specie in via di estinzione, l’embryo 
transfer fu sfruttato in passato in uno studio intra- ed extra-specifico 
effettuato da Summers e colleghi (1987) al fine di salvaguardare il 
cavallo di Przewalski (Equus Przewalskii) e la zebra di Grant 
(E.burchelli). Nello studio sono state utilizzate come donatrici due 
cavalle e due zebre delle rispettive razze. Gli embrioni recuperati 
furono trasferiti attraverso sia la via chirurgica che non-chirurgica in 
riceventi di specie equine di razza pony e in riceventi  di specie 
asinina. I risultati dello studio riportarono che:  
 Degli embrioni equini trasferiti in riceventi di razza equina fu 
ottenuto un totale di 4 puledri nati su 7 gravidanze derivanti da 
9 trasferimenti chirurgici.  
 Degli embrioni di zebra trasferiti in riceventi equine, furono 
portate a termine 2 gravidanze su 3 diagnosticate dai 5 
trasferimenti effettuati.  
 Degli embrioni di zebra trasferiti in riceventi asinine, di 7 
trasferimenti furono diagnosticate due gravidanze ma nessuna 
fu portata a termine; solo un puledro di zebra fu abortito vivo a 
292 giorni di gravidanza (Summers et al., 1987). 
Diversi studi sul trasferimento intra e extra specifico di embrioni di 
razza asinina e equina furono condotti da Allen che 1982 recuperò 
embrioni d’asino per trasferirli in riceventi di specie equina.  
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I risultati ottenuti furono gravidanze con normale andamento fino ai 
60-65 giorni, che tuttavia nel 70% dei casi sono terminate con 
l’aborto intorno agli 80-100 giorni di gravidanza. 
Le motivazioni di tali perdite di gravidanza sono state imputate al 
fatto che le cellule fetali non sono riuscite a invadere l’endometrio 
uterino, a cui non è seguita la formazione delle coppe endometriali, 
con consequenziale assenza della produzione di eCG (Equine 
Chorionic Gonadotropin, ormone gonadotropo prodotto dalle coppe 
endometriali di cavalle gravide tra il 40 e 130 giorno di gravidanza). 
Delle restanti gravidanze, alcune giunsero a termine, ma quasi tutti i 
puledri nacquero emaciati e deboli (Allen, 1982). 
Lo stesso anno Allen tentò anche lo studio opposto, furono trasferiti 
embrioni equini in riceventi asinine. I risultati ottenuti furono 
migliori, le gravidanze sono terminate con puledri sani e vitali, 
leggermente più piccoli della media, proporzionalmente alla madre 
uterina (Allen, 1982).  
Camillo e collaboratori effettuarono uno studio mediante l’uso di 
mule (nate dall'incrocio di una fattrice di razza Maremmana con uno 
stallone asinino di razza Martina Franca, come riceventi di embrioni 
equini. Cinque embrioni equini furono trasferiti per via transcervicale 
in 1 mula aciclica e 2 mule cicliche, sincronizzate con le donatrici con 
l'utilizzo di d-coprostenolo e hCG. Nessuna gravidanza fu ottenuta dai 
3 embrioni trasferiti nella mula aciclica, mentre i due embrioni 
ricevuti dalle mule cicliche esitarono nella nascita di due puledri vivi 
e vitali (Camillo et al., 2003). 
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4.1 Storia dell'embryo transfer nell'Asino 
 
I primi ad utilizzare la tecnica di embryo transfer interspecifico 
nell’asino furono Vendramini e colleghi. Lo studio aveva lo scopo di 
incrementare il numero di soggetti asinini di razza Poitou presenti in 
un allevamento. L’asino di Poitou è una razza francese allevata in 
particolare nella Francia occidentale, una delle razze più famose e tra 
le più esportate come miglioratrici di razze asinine locali e per la 
produzione di muli, considerata a rischio d’estinzione. 
Tale studio venne condotto durante due stagioni riproduttive 
consecutive (anni 1995-1996), avvalendosi di 6 donatrici di razza 
Poitou e 12 riceventi meticce con età compresa tra i 4 e i 12 anni. Le 
asine erano state precedentemente valutate tramite indagine 
ecografica ed esame colturale uterino. 
Le donatrici giornalmente sono state sottoposte a un controllo 
ecografico del tratto genitale, al rilievo di un follicolo ovarico con 
dimensioni superiori a 30 mm di diametro è stata effettuata 
l’inseminazione artificiale con seme fresco prelevato da uno stallone 
di razza Poitou, ripetuta nei giorni a seguire fino al momento di 
ovulazione. Successivamente è stato effettuato un flushing uterino 
per il recupero dell’embrione a 6-7 giorni di distanza dall’ovulazione. I 
risultati furono:  
 nella stagione del 1995, il tasso di recupero fu di 7 embrioni su 
16 flushing: 2 dei quali furono trasferiti con il metodo 
chirurgico, 3 con metodo non chirurgico e i rimanenti 2 
embrioni furono congelati. Nessuna trasferimento è esitato in 
una gravidanza. 
 Nella stagione del 1996 il tasso di recupero fu più alto, furono 
recuperati 14 embrioni su 17 flushing: 13 degli embrioni 
recuperati furono trasferiti, 6 per via chirurgica e 7 per via non 
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chirurgica e di questi due furono trasferiti nella stessa 
ricevente. Alla diagnosi di gravidanza al 14° giorno, 3 delle 12 
riceventi sono risultate positive, 2 appartenenti al gruppo dei 
trasferimenti per via non chirurgica (di cui uno gemellare) e 1 
appartenente al gruppo dei trasferimenti per via chirurgica. 
Tuttavia le 2 gravidanze singole hanno esitato in un 
riassorbimento spontaneo, come anche 1 dei due embrioni 
della gravidanza gemellare (Vendramini et al., 1997). 
Nel 2010, Camillo e collaboratori hanno condotto uno studio al fine di 
valutare il tasso di recupero di embrioni e le percentuali di gravidanza 
nelle riceventi in asini di razza Pantesca. L’asino pantesco o asino di 
Pantelleria razza italiana originaria dell'isola di Pantelleria, Sicilia, 
nota già nel I secolo a.c. e molto diffusa fino a pochi decenni fa, ormai  
tuttavia considerata in via d'estinzione fin dal 1980 (Camillo et al., 
2010).  
Lo studio è stato svolto in due anni consecutivi, nei mesi compresi tra 
marzo e dicembre, utilizzando cinque asine di razza Pantesca come 
donatrici e 16 asine di razza Ragusana come riceventi, di ignota 
fertilità. Fu indotto l’estro attraverso la somministrazione di 
prostaglandine e successivamente monitorata l’attività ovarica 
giornalmente, sia nelle donatrici che nelle riceventi, per mezzo di 
ecografia transrettale. Al rilievo contemporaneo di comportamento 
estrale e di un follicolo ovarico superiore ai 30 mm di diametro, le 
asine sono state inseminate attraverso la monta naturale o mediante 
inseminazione artificiale ripetuta ogni 48 h fino al momento 
dell’ovulazione. Il seme utilizzato veniva prelevato da tre stalloni fertili 
di razza Pantesca. Dopo l’ovulazione della donatrice, le riceventi in 
estro che presentavano follicoli dominanti di dimensioni adeguate 
furono trattate con una somministrazione di hCG al fine di indurre 
l’ovulazione. Successivamente, a circa 7-9 giorni dall’ovulazione della 
donatrice, è stato effettuato il flushing uterino per il recupero degli 
embrioni. Se l’embrione era presente, veniva valutato 
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morfologicamente per stimare la qualità e lo stadio di sviluppo. Gli 
embrioni furono poi sottoposti a 10 lavaggi con un medium di coltura 
e in seguito trasferiti nelle riceventi scelte con tecnica non chirurgica 
transcervicale. A distanza di 14 giorni  e 16 giorni dall’ovulazione 
della donatrice, fu condotta un’ecografia transrettale nelle riceventi 
trasferite al fine di diagnosticare la gravidanza. In caso di positività, 
veniva effettuato un controllo a 25 giorni (per valutare la presenza del 
battito cardiaco dell’embrione) e a 50 giorni di gestazione per valutare 
l’andamento dello sviluppo embrionale o un’eventuale  
riassorbimento. I risultati registrarono un recupero di 63 embrioni da 
un totale di 83 cicli estrali (75,9%) e 98 ovulazioni (64,3%), tutti con 
valutazione buone o eccellenti ad esclusione di tre di questi. Furono 
trasferiti 59 degli embrioni recuperati in riceventi tra il 3° e il 9° 
giorno dopo l’ovulazione, due dei quali nella stessa ricevente. 
Dai trasferimenti conseguì che 13 (22,4%), 10 (17,2%), 9 (15,9%) 
riceventi risultarono gravide rispettivamente ai controlli di gravidanza 
a 14, 25 e 50 giorni. La ricevente in cui fu effettuato il trasferimento 
di 2 embrioni risultò gravida di uno solo. Dallo studio è stato 
concluso che i tassi di recupero hanno una percentuale molto buona, 
nonostante ciò gli indici di gravidanza derivanti sono molto inferiori a 
quelli che comunemente in media si ottengono nel cavallo. 
Nel 2012 Panzani e colleghi hanno condotto uno studio per valutare 
se il ridotto tasso di gravidanze ottenuto fosse influenzato da alcuni 
fattori: 
 Lo studio n° 1 si incentrava sull'impatto della tecnica di 
trasferimento embrionale, ovvero veniva valutato se l’uso di 
cateteri transcervicali nell'asina scatenasse un rilascio di 
prostaglandine con consequenziale compromissione dell’attività 
luteale e, come contro prova, il tasso di gravidanza in riceventi 
asinine che avevano ricevuto embrioni equini; 
 Lo studio N° 2, invece, valutava la vitalità degli embrioni asini, 
valutato sia in vitro che in vivo. 
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Per quanto riguarda il primo studio, venne simulato un trasferimento 
embrionale in numero 4 asine che si trovavano tra il 5° giorno e l’8° 
giorno di diestro, associato a un controllo del rilascio di PGF2α, 
mediante la misurazione del suo principale metabolita plasmatico 
(PGFM) e la concentrazione di progesterone.  
I campioni venivano prelevati prima, durante e a seguito del 
trasferimento, ad intervalli regolari fino a 6 ore dopo il trasferimento 
(quindi al 4° e al 7° giorno). Il transitorio aumento di PGFM osservato 
non venne ritenuto sufficientemente significativo da determinare una 
diminuzione della concentrazione plasmatica di progesterone entro 4 
giorni dopo il finto trasferimento. Fu concluso perciò che il 
trasferimento transcervicale nell'asino non è un fattore limitante e 
non è responsabile del basso tasso di gravidanza. Confermato anche 
dal fatto che 5 embrioni equini su 5, trasferiti per via transcervicale 
in riceventi asinine, esitarono in gravidanze sia a 14 che a 25 giorni. 
Nel secondo studio, furono recuperati 30 embrioni d'asino a 7 e 9 
giorni dopo l'ovulazione e sottoposti a una valutazione di tipo 
morfologico, tutti furono stimati di grado eccellente o buono tranne 
uno. Ventotto di questi poi furono suddivisi in tre gruppi: 
 10 embrioni furono incubati con DAPI (colorante organico 
fluorescente che lega regioni di DNA ricche in sequenza A-T), 
con il riscontro di una percentuale di cellule morte compresa 
tra lo 0 e il 3,9%; 
 12 embrioni furono trasferiti in altrettante asine riceventi, con 
risultato 6 gravidanze a 14 e a 25 giorni; 
 6 embrioni furono trasferiti in cavalle riceventi, con il riscontro 
di 3 gravidanze a 14 e a 25 giorni. 
È stato perciò concluso che anche la qualità degli embrioni stessi non 
sono fattori limitanti l’esito del trasferimento embrionale nella specie 
asinina e che è possibile ottenere risultati accettabili mediante 
trasferimento transcervicale di embrioni in riceventi fertili e ben 
sincronizzate (Panzani et al., 2012).  
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5. CRIOCONSERVAZIONE DI EMBRIONI EQUINI E 
ASININI  
 
5.1 Introduzione 
 
Nell’ambito della riproduzione assistita, la crioconservazione è una 
opzione estremamente importante. Attraverso questa tecnica, si 
possono conservare per periodi di tempo più o meno lunghi sia 
gameti che embrioni. Tra le tecniche di crioconservazione principali 
sfruttabili nella specie equina, abbiamo: 
-la refrigerazione,  
-il congelamento 
-la vitrificazione.  
Per quanto riguarda la Refrigerazione, questa permette di conservare 
embrioni per un periodo di tempo di 24-36 ore; ciò implica la 
necessità di avere a disposizione riceventi sincronizzate, ma che non 
necessariamente si trovino nello stesso luogo dove risiede la 
donatrice. Le tecniche di congelamento e di vitrificazione consentono 
invece la conservazione degli embrioni per un lasso di tempo 
indefinito. Tale caratteristica ci permette di poterli scongelare e 
trasferire in un secondo momento, più opportuno. (Hudson et al., 
2006). Tuttavia è da considerare che, proporzionalmente alla 
maggiore esposizione al freddo aumentano i fattori che possono 
danneggiare gli embrioni.  Tra questi fattori possiamo riscontrare:  
-formazione di ghiaccio intracellulare,  
-lesioni da rottura e rigonfiamento osmotico,  
-danni parietali per la formazione di ghiaccio extracellulare,  
-tossicità dei crioprotettori utilizzati (Kasai, 1996). 
La scelta di congelare embrioni implica l’uso di apparecchiature 
sofisticate e tempi di esecuzione relativamente lunghi.  
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La vitrificazione è una tecnica relativamente recente che ha 
semplificato notevolmente il processo di raffreddamento al fine di 
crioconservazione. Tra i suoi vantaggi vi è infatti la capacità di non 
determinare la formazione di ghiaccio extracellulare, diminuendo così 
in maniera sensibile i danni registrati a carico dell’embrione.  
È tuttavia da considerare che l’uso di queste tecniche necessita di 
esporre l’embrione a elevate concentrazioni di crioprotettori; ciò può 
determinare un danneggiamento dell’embrione determinato anche da 
fattori quali la tossicità della soluzione e rigonfiamento osmotico 
(Kasai, 1996). 
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5.2 Crioprotettori  
 
Con la denominazione “Crioprotettori” vengono accomunate diverse 
sostanze capaci di proteggere le cellule dai danni derivanti dal 
processo di crioconservazione (congelamento e scongelamento). Nella 
messa a punto di un protocollo di criopreservazione è importante la 
scelta del tipo e la concentrazione del crioprotettore da impiegare. 
Parametri quali velocità di diffusione e tossicità variano sensibilmente 
in funzione del tipo cellulare e della specie animale. In pratica, 
bisogna raggiungere un rapporto tossicità-protezione tale che la 
cellula sia protetta dai danni del freddo e, contemporaneamente, 
tolleri la tossicità del crioprotettore; tuttavia, bisogna precisare che la 
tossicità di un crioprotettore è dovuta alle sue caratteristiche 
chimiche, al tempo di esposizione e alla temperatura alla quale è 
sottoposto il sistema. 
I Crioprotettori possono essere suddivisi in tre gruppi principali: 
 Crioprotettori permeabili a basso peso molecolare (metanolo, 
glicole etilenico (EG), 1,2-propandiolo, dimetilsulfossido 
(DMSO), 2,3-butandiolo, glicerolo e altri alcooli); 
 Crioprotettori non permeabili a basso peso molecolare 
(galattosio, glucosio, saccarosio, trealosio e altri zuccheri); 
 Crioprotettori non permeabili ad alto peso molecolare, > di 
50.000 Da (polivinilpirrolidone, polivinil alcool, amido 
idrossietilico, ialuronato di sodio e altri polimeri). 
I Crioprotettori permeabili a basso peso molecolare sono sempre 
necessari, poiché prima del congelamento si sostituiscono per 
osmolarità all’acqua contenuta nella cellula; combinati con velocità di 
congelamento basse e controllate, riducono i cambiamenti del volume 
cellulare e minimizzano la formazione intracellulare di cristalli di 
ghiaccio. I crioprotettori non permeabili a basso peso molecolare 
hanno un’azione protettiva determinata dalla capacità di indurre una 
disidratazione delle cellule prima del congelamento, che comporta la 
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riduzione della formazione dei cristalli di ghiaccio. Questi ultimi 
necessariamente devono essere associati a crioprotettori permeabili 
per essere efficaci durante il processo di congelamento.  
I crioprotettori ad alto peso molecolare, invece, proteggono le cellule 
durante le fasi di congelamento e scongelamento modificando forma e 
grandezza dei cristalli di ghiaccio, di modo tale che non possano 
danneggiare le strutture. 
Alcuni crioprotettori inoltre hanno anche la capacità di stabilizzare le 
strutture intracellulari e le membrane durante le fasi di 
congelamento. 
Il glicerolo, il DMSO e il glicole propilenico sono stati, fino all’ultimo 
decennio del secolo scorso, i crioprotettori più comunemente usati. 
Il glicole etilenico fu utilizzato per la prima volta dagli autori 
Miyamoto e Ishibashi nel 1977-1978. Il suo peso molecolare è di 
62.07 rispetto a 92.10 del glicerolo, 76.10 del glicole propilenico e 
78.13 Da del DMSO; con ciò si spiega la sua alta permeabilità e, 
conseguentemente, la sua maggiore versatilità (Bracke e Niemann, 
1995). Per la conservazione di embrioni con tecnica di congelamento 
convenzionale solitamente viene impiegato un singolo crioprotettore, 
tra cui: glicerolo, glicole etilenico (EG) o propandiolo (Schneider U. 
1986). In merito invece alle tecniche di congelamento rapido e di 
vitrificazione, solitamente vengono impiegate miscele di crioprotettori, 
ad esempio: glicerolo e EG, glicerolo e propandiolo, propandiolo ed 
EG, in combinazione con saccarosio, trealosio o galattosio (Leibo SP. 
e Oda K. 1993; Rayos AA. et al., 1992; Scheffen B. et al., 1986). 
È possibile affermare che gli alcooli hanno la capacità di regolare la 
disidratazione e proteggere le strutture proteiche; alcuni disaccaridi 
diversamente riescono a stabilizzare la struttura della membrana.  
Le differenti proprietà dei vari crioprotettori suggeriscono che ognuno 
preserva contro i danni del congelamento in maniera specifica, per 
cui l’opzione migliore potrebbe essere l’impiego di una combinazione 
appropriata.  
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5.3 Refrigerazione degli embrioni equini 
 
Negli ultimi anni, uno degli sviluppi più importanti e vantaggiosi, per 
quanto riguarda l’embryo transfer, è stato quello di poter conservare 
embrioni recuperati alla temperatura di 5°C, permettendone la 
spedizione presso centri specializzati nel trasferimento e 
mantenimento delle riceventi. I tassi di gravidanza derivanti da questi 
embrioni non si discostano da quelli ottenuti da trasferimenti 
effettuati subito dopo il loro recupero. (Hudson et al., 2006).  
Già a partire dagli anni '90, Sertich e colleghi hanno effettuato uno 
studio che prevedeva il trasferimento di 16 embrioni conservati per 
24 ore tra 4 e 6°C e il paragone con i risultati ottenuti trasferendo 
altrettanti embrioni subito dopo il loro recupero. I risultati furono 
siili: 3 puledri nati nel primo gruppo e 5 del secondo gruppo (Sertich 
et al., 1988). Negli Stati Uniti, Carney e colleghi ripetettero lo studio 
precedente su 136 embrioni di 7 giorni, di cui la metà sottoposti a 
refrigerazione per 24 ore in Equitainer®. I controlli di gravidanza sono 
stati eseguiti precisamente a di gestazione. Le percentuali di 
gravidanza, rilevate a 12, 35 e 50 giorni, furono molto simili: 
rispettivamente 74%, 64% e 61% per gli embrioni freschi e 80%, 67% 
e 66% per gli embrioni refrigerati (Carney et al., 1991). 
È possibile quindi affermare che ad oggi è possibile la 
movimentazione di embrioni attraverso paesi, anche lontani, 
abbattendo i limiti geografici in materia e eliminando la necessità 
assoluta di avere la compresenza di fattrici e riceventi nel medesimo 
luogo in cui viene effettuato il recupero embrionale. In questo modo 
viene notevolmente facilitata la pratica organizzativa di tale tecnica, 
alla condizione necessaria che il trasferimento nella ricevente scelta 
non venga eseguito oltre le 24 ore di tempo dal momento del recupero 
(Carnevale et al., 2000). 
I mezzi utilizzati al fine di conservazione dell’embrioni sono numerosi, 
altrettanto numerosi sono gli studi condotti in merito ad alcuni di 
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essi. Tra questi mezzi abbiamo l'Ham's F10 il quale ha la capacità di 
preservare in buono stato di conservazione embrioni in vitro alla 
temperatura di 24°C per un tempo superiore alle 24 ore. In paragone, 
Ham’s 10 sembra essere un medium più valido del Minimal Essential 
Medium (MEM) sia alla temperatura di 24°C che alla temperatura di 
5°C (Clark et al., 1987). Carnevale e colleghi hanno condotto uno 
studio che prevedeva l’impiego di 40 embrioni conservati a 5°C per un 
tempo di 24 ore. Nell’ambito di tale studio sono stati utilizzati due 
medium, al fine di compararli: 
-Ham's F10 + Hepes  
-Ham's F10 + CO2 
Dopo una valutazione sulla qualità della conservazione degli embrioni 
utilizzati, è stato riscontrato che Ham’s F10 + CO2 permetteva di 
garantire un grado maggiore di conservazione degli embrioni e un 
consequenziale accrescimento di diametro più elevato rispetto all’uso 
del solo Ham's F10 + Hepes. Per quanto riguarda i tassi di fertilità gli 
embrioni in Ham's F10 + CO2 trasferiti raggiunsero esiti superiori 
rispetto agli embrioni in Ham's F10 + Hepes (Carnevale et al., 1987). 
Un altro studio fu condotto da Moussa e colleghi, nel lavoro fuorno 
paragonati 3 diversi media: 
-Ham’s F10,  
-Emcare Holding Solution® (EHS) 
-ViGro holding plus (VHP) 
Fu inoltre valutato e messo in relazione: la taglia dell’embrione e la 
vitalità dello stesso, in vivo e in vitro, dopo 24 ore di refrigerazione a 
5°C. Nello studio 1 furono valutate in vitro il numero delle cellule 
morte attraverso l’uso della colorazione DAPI in embrioni conservati 
per 24 ore. Il numero delle cellule era intuitivamente maggiore 
rispetto a quelle presenti all’ora zero dello studio, tuttavia non è stata 
riscontrata alcuna differenza rilevante fra gli embrioni mantenuti per 
24 ore nei tre diversi medium. Diversamente, fu osservata una certa 
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correlazione legata alla misura dell’embrione; il numero delle cellule 
morte risultava inversamente proporzionale alle sue dimensioni. 
Embrioni con diametro < 400 μm presentavano un totale di cellule 
morte maggiore rispetto a embrioni con diametro > 400 μm. 
Nello studio 2 è stato invece effettuata una valutazione in vivo. 
Furono trasferiti in riceventi adeguate embrioni conservati per un 
periodo di tempo pari a 24 ore a 5°C in Ham’s F10 o in EHS, da 
questi sono risultati tassi di gravidanza pari al 53% per il primo 
medium e del 47% per il secondo medium. Fu perciò concluso che 
entrambi i medium studiati possono essere utilizzati efficacemente 
nell’ambito della refrigerazione di embrioni equini (Moussa et al., 
2003). 
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5.4 Congelamento degli embrioni equini 
 
Per quanto riguarda la conservazione di embrioni equini mediante 
congelamento, i primi studi condotti in materia furono eseguiti negli 
anni 80. Nel 1982 in Giappone Yamamoto e colleghi condussero uno 
studio che esitò nella nascita del primo puledro derivante dal 
congelamento di un embrione equino. Lo studio prevedeva il 
congelamento di embrioni di 6 e di 8 giorni a diverse temperature, 
utilizzando come crioprotettori il glicerolo e DMSO. Successivamente 
veniva valutata il tasso di sopravvivenza in vivo per mezzo del 
trasferimento in riceventi di numero proporzionale attraverso 
metodica non chirurgica. Gli esiti dello studio registrarono che gli 
embrioni sia di 8 giorni che di 6 giorni, conservati con DMSO, non 
esitarono in nessuna gravidanza; tuttavia da 11 embrioni di 6 giorni 
congelati con l’uso del Glicerolo furono ottenute numero 3 
gravidanze, di cui una giunse fino al termine (Yamamoto et al., 1982).  
Negli stessi anni Slade e collaboratori hanno condotto un studio di 
valutazione sia della qualità che della vitalità di embrioni sottoposti 
alla tecnica di congelamento e successivo scongelamento dopo 24 ore 
di coltura in Ham’s F10 con il 5% di siero fetale bovino. Gli autori 
raccolsero 32 embrioni al giorno 6 dopo l’ovulazione e lì sottoposero a 
congelamento. Fu utilizzato come crioprotettore il glicerolo al 5% e al 
10% in PBS addizionato di 5% di siero fetale bovino. Una parte di 
questi embrioni fu stoccata in paillettes di materiale plastico da 0.5 
ml, l’altra parte in ampolle di vetro da 1ml. Furono testati quindi due 
protocolli di congelamento:   
 abbassamento della temperatura di 4°C/min fino a -6°C, di 
0,3°C/min fino a -30°C, di 0,1°C al minuto fino a -33°C  
  abbassamento della temperatura di 4°C/min fino a -6°C, di 
0,3°C/min fino a 35°C, di 0,1°C/min fino a -38°C 
La seconda fase, comune a tutti gli embrioni, consisteva invece 
nell’immersione diretta in azoto liquido. Gli embrioni vennero 
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successivamente scongelati a una temperatura di 37°C, per poi 
rimuovere il glicerolo seguendo un procedimento che si articolava in 6 
passaggi della durata di 10 minuti ciascuno. Gli embrioni di qualità 
maggiore risultarono essere quelli congelati seguendo il primo 
protocollo (fino a -33°C) e stoccati in paillettes di plastica; 17 
embrioni furono successivamente trasferiti mediante tecnica 
chirurgica con accesso sul fianco in un numero proporzionale di 
riceventi, da cui esitarono numero 9 gravidanze al controllo a 50 
giorni di cui 8 su 10 derivanti da giovani blastocisti e solo 1 su 7 da 
blastocisti espanse, con un tasso di fertilità finale del 53%. (Slade et 
al., 1985). Protocolli simili furono utilizzati più tardi al fine di testare 
l'efficacia di vari crioprotettori in merito ai procedimenti di 
congelamento di embrioni equini (Squires et al., 2003).  
Nel 1993, Meira e colleghi effettuarono uno studio comparativo di due 
crioprotettori, il glicerolo e il 1,2-propanediolo. Dal lavoro risultò che 
il glicerolo resta il criprottetore più adeguato a questo tipo di 
tecniche. Ipotesi confermata ulteriormente da studi sull’argomento 
condotti negli anni a seguire. Altri studi comparativi furono condotti 
per testare l’efficacia del glicerolo rispetto a un altro crioprotettore, il 
glicole etilenico. Nel 2000 Huhtinen e colleghi condussero dei lavori di 
ricerca sull’argomento. Tra embrioni congelati con l’uso di glicerolo 
addizionato a glutammina e embrioni congelati mediante l’uso di 
glicole etilenico (1,5 M), non furono trovate comunque differenze nè 
nei tassi di gravidanza né nelle percentuali di cellule morte dopo 
valutazione mediante DAPI. Bruyas e collaboratori condussero uno 
studio simile senza tuttavia condividere lo stesso successo dello 
studio precedente, concludendo che il glicole etilenico era invece un 
crioprotettore mediocre (Bruyas et al., 2000).  Nel 1997, fu condotto 
uno studio da Young e colleghi utilizzando embrioni recuperati al 7° o 
8° giorno dopo l’ovulazione della donatrice, con diametri compresi tra 
il 300 μm e i 680 μm, valutati tutti di grado 1 o 2. Questi embrioni 
furono sottoposti a una procedura di congelamento  scelto tra 3 
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protocolli differenti. Gli embrioni sono stati congelati utilizzando una 
curva di congelamento di 0,5 ° C/min per portarli da – 6°C a -35°C, 
per poi, successivamente, essere immersi in azoto liquido con:  
 aggiunta di 1M di glicerolo prima del congelamento e sua 
successiva rimozione in 4 fasi durante lo scongelamento 
  oppure, aggiunta in 2 fasi di 4M di glicerolo seguita da una 
diminuzione di 2M di glicerolo prima del congelamento, con 
galattosio nella fase finale e loro rimozione in 4 fasi durante lo 
scongelamento 
 oppure, protocollo di vitrificazione standard 
a seguito della procedura di scongelamento, gli embrioni furono 
incubati a una temperatura pari a 38,5°C per un periodo di tempo di 
36 ore all’interno di una coltura costituita da un monostrato di 
cellule di ovidutto equino con aggiunta del 5% di CO2. 
Successivamente venne valutata sia la vitalità che la morfologia in 
vitro. Fu poi rimossa la capsula meccanicamente per permettere di 
colorare gli embrioni con una soluzione composta dal 5% di orceina e 
il 45% di acido acetico. Tale colorazione ha permesso di determinare 
la morfologia del nucleo e quella del citoplasma. I 7 embrioni 
sottoposti al primo trattamento degenerarono tutti; i 4 sottoposti al 
secondo trattamento risultarono essere due di grado 1, uno di grado 
2 e uno di grado 3. Infine gli embrioni sottoposti alla terza tipologia di 
trattamento furono valutati uno di grado 2, uno di grado 3, i 5 
rimanenti invece degenerarono (Young et al., 1997).  
La motivazione per cui gli embrioni di grandi dimensioni risultano più 
sensibili alle procedure di congelamento e perciò più facilmente 
propensi al danneggiamento, sembra essere imputabile alla presenza 
di una capsula di rivestimento che circonda l’embrione dal 6° giorno 
dopo la fecondazione, come una sorta di barriera protettiva che 
riduce la permeabilità dell’embrione impedendo così una buona 
distribuzione dei crioprotettori (Hochi, 2003).  
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Al fine di migliorare la qualità di conservazione degli embrioni di 
dimensioni maggiori di 300 μm, fu condotto uno studio da Barfield e 
colleghi dove si ipotizzava l’uso della disidratazione embrionale 
antecedente alla procedura standard di congelamento. Furono 
recuperati numero 46 embrioni al 7° o all’8° giorno post-ovulazione, 
di dimensioni comprese tra 300 e 1350 μm di diametro. Gli embrioni 
furono sottoposti a 4 protocolli differenti, riportati di seguito:  
 2 minuti in 0,6M di galattosio + 10 minuti in 1,5 di glicerolo + 
congelamento lento 
 10 minuti in 1,5M di glicerolo + congelamento lento 
 2 minuti in 0,6M di galattosio + 10 minuti in 1,5 di glicerolo 
 trasferimento diretto 
Successivamente gli embrioni furono scongelati, la rimozione del 
crioprotettore fu condotta seguendo un protocollo di 3 fasi di lavaggi 
a concentrazioni decrescenti. Per ciascun gruppo, furono valutati 
morfologicamente a distanza di 24 e 48 ore di coltura numero 5 
embrioni, i restanti furono tutti trasferiti in riceventi scelte al fine di 
valutare i tassi di fecondità. I risultati furono che dei 26 embrioni 
trasferiti, solamente 2 esitarono in una gravidanza; fu concluso 
perciò che una disidratazione di un periodo pari a 2 minuti pre-
congelamento non era vantaggiosa ai fini della conservazione di 
embrioni di grosse dimensioni (Barfield et al., 2009).  
61 
 
5.5 Vitrificazione degli embrioni equini 
 
Con il termine “vitrificazione” si intende un processo fisico grazie al 
quale una soluzione passa dallo stato liquido a quello di consistenza 
simile al vetro, attraverso un congelamento rapido bypassando la 
formazione di cristalli di ghiaccio e conservando le proprietà del 
liquido in forma solidificata. Il fenomeno, in se, può essere 
considerato conseguenza di un aumento estremo della viscosità, 
richiede alta velocità di raffreddamento o uso di crioprotettori capaci 
di deprimere la formazione di cristalli di ghiaccio e 
contemporaneamente incrementare la viscosità a basse temperature. 
La vitrificazione viene impiegata come tecnica di criconservazione 
nell’ambito della riproduzione assistita anche per quanto riguarda gli 
embrioni. Questi vengono sottoposti a elevate concentrazioni di 
crioprotettori, i quali determinano un aumento della viscosità 
dell’ambiente extracellulare con consequenziale disidratazione dello 
stesso. Tale fenomeno si associa ad un rapido abbassamento delle 
temperature che permette di prevenire la formazione di cristalli di 
ghiaccio. Gli embrioni sottoposti a tale tecnica vengono conservati 
alla temperatura dell’azoto liquido, -196°C. Da questo procedimento 
risulta quindi un embrione dall’aspetto solido e vitreo, privo di 
ghiaccio. Le concentrazioni dei crioprotettori tuttavia è sensibilmente 
alta, ciò aumenta il livello di tossicità degli stessi che preclude 
un’esposizione ad essi per periodi lunghi. (Pereira e Marques, 2008). 
La tossicità dei crioprotettori è il limite maggiore della tecnica di 
vitrificazione, in quanto possono essere causate lesioni osmotiche 
quali la rottura della zona pellucida o anche dell’embrione stesso. 
(Kasai, 1996). Tuttavia tra i vantaggi di tale tecnica, oltre alla rapidità 
di esecuzione senza la necessità di attrezzature particolari, vi è la 
possibilità di scongelare rapidamente tali embrioni e trasferirli 
direttamente senza la rimozione del crioprotettore. (Carnevale, 2006).  
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Nel 2001 venne condotto uno studio al fine di valutare l’efficacia di 
due differenti metodiche di vitrificazione, ad opera degli autori 
Oberstein e colleghi. Le tecniche studiate erano: 
 open pulled straw (OPS)  
 cryoloop 
comparate a loro volta con la tecnica di congelamento lento. Lo studio 
prevedeva la vitrificazione di embrioni con uso di glicole etilenico, 
DMSO e saccarosio come crioprotettori. Successivamente è stato 
valutato il numero di cellule vive presenti attraverso l’uso di una 
colorazione a base di ioduro di propidio (PI) e Hoechst 33342.  
I risultati non mostrarono differenze degne di nota in merito alla 
qualità morfologica e alla vitalità degli embrioni, in seguito allo 
scongelamento, tra le diverse tecniche di crioconservazione. In 
particolare fu registrato: 
 51% di cellule vive con tecnica OPS  
 48% di cellule vive con tecnica cryoloop  
in accordo a quanto riscontrato con il congelamento tradizionale 
(Oberstein et al., 2001). 
Qualche anno dopo, Moussa e colleghi, effettuarono un lavoro 
comparativo in merito alla capacità di sopravvivenza di embrioni 
sottoposti a vitrificazione mediante l’uso della tecnica OPS e contro 
embrioni sottoposti a congelamento lento. Furono congelati 18 
embrioni ponendoli in PBS modificato con concentrazioni crescenti di 
glicerolo (2,5%-5%-7,5%-10%) per un lasso di tempo di 5 minuti 
ciascuna; successivamente furono caricati in paillettes da 0,25 ml e 
collocati in primo luogo in un congelatore programmabile e 
successivamente in azoto liquido.  
Dopo questo procedimento, gli embrioni furono scongelati e sottoposti 
a numero 5 lavaggi a concentrazioni decrescenti di glicerolo e 
saccarosio al fine di rimuovere il crioprotettore. I 20 embrioni 
vitrificati secondo la tecnica OPS, invece furono esposti a 7,5% di 
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dimetil-sulfossido (DMSO) + 7,5% di glicole etilenico (EG) per un lasso 
di tempo di 3 minuti e successivamente a 18% di DMSO + 18% di EG 
+ 0,4 M di saccarosio per un periodo pari a 1 minuto. Gli embrioni 
furono caricati in paillettes e mantenuti in azoto liquido. Per quanto 
riguarda le fasi in seguito allo scongelamento, gli embrioni furono 
messi in concentrazioni decrescenti di saccarosio per poi essere 
coltivati in un fluido sintetico (SOF) per un lasso di tempo pari a 3 
ore. In seguito furono valutati con DAPI, per individuare il numero di 
cellule morte. La percentuale di cellule in fase S, cioè in fase di sintesi 
del ciclo cellulare, fu invece valutata attraverso l’individuazione 
immunocitochimica della 5’bromo-2’deossiuridina (BrdU). Gli esiti 
delle varie prove non evidenziarono differenze significative in merito al 
diametro medio e alla morfologia degli embrioni dopo 3 ore di coltura 
tra la tecnica di congelamento lento e quella di vitrificazione con OPS. 
Per quanto riguarda il numero di cellule morte e di cellule in fase S, i 
risultati furono analoghi in entrambe le tecniche. La conclusione del 
lavoro fu che la tecnica di vitrificazione open pulled straw poteva 
essere considerata una valida alternativa al congelamento lento, 
anche se tuttavia mancava di un riscontro in merito a una 
valutazione sul trasferimento in vivo degli embrioni. (Moussa et al., 
2005). 
Al fine di determinare la vitalità degli embrioni equini in vivo dopo 
esser stati sottoposti a vitrificazione, Eldridge-Panuska e colleghi 
effettuarono ulteriori studi. Gli embrioni furono sottoposti a tre 
soluzioni vitrificanti contenenti rispettivamente concentrazioni 
crescenti di glicole etilenico e glicerolo, ottenendo una soluzione finale 
composta da 3,4 M di glicerolo + 4,6 M di glicole etilenico in un 
terreno di base di PBS. Dallo studio non risultarono gravidanze in 
seguito al trasferimento di embrioni con dimensioni maggiori a 300 
μm, dal trasferimento invece di embrioni di grandezza minore ai 300 
μm si ottenne un totale  di 67% di gravidanze (Eldridge-Panuska et 
al., 2005). 
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Studi per la valutazione della percentuale di fertilità ottenuta dal 
trasferimento di embrioni vitrificati o di embrioni prima refrigerati e 
poi vitrificati  furono condotti da Hudson e colleghi. A questo fine 
furono utilizzati solo embrioni allo stadio di morula o di giovane 
blastocisti, in ogni caso con dimensioni non superiori a 300 μm di 
diametro. Tale scelta fu effettuata conseguentemente ai risultati 
ottenuti da vari studi precedenti, i quali dimostrano che per ottenere 
tassi di gravidanza accettabili sia dal processo di vitrificazione che da 
quello di congelamento tradizionale è fondamentale impiegare 
embrioni di queste dimensioni. Gli embrioni impiegati furono 
casualmente trattati con uno dei due protocolli: 
 4 lavaggi in Vigro holding solution + vitrificazione 
 3 lavaggi in Vigro holding solution + stoccaggio per 12/19 ore a 
5-8°C + vitrificazione 
I tassi di gravidanza ottenuti dopo lo scongelamento e il successivo 
trasferimento degli embrioni di entrambi i gruppi di ricerca 
risultarono analoghi:  
 75% per quanto riguarda gli embrioni vitrificati  
 65% per quelli refrigerati e poi vitrificati (Hudson et al., 2006) 
Proprio come nel congelamento, anche nella tecnica di vitrificazione le 
dimensioni sono uno dei fattori che maggiormente ne influenzano il 
successo. Un solo studio condotto nel 2006 da Campos-Chillon e 
collaboratori ottenne gravidanza da embrioni vitrificati con 
dimensioni maggiori ai 300 μm di diametro (Campos-Chillon et al., 
2006). Nello stesso anno, Carnevale condusse dei lavori al fine di 
analizzare e elaborare le caratteristiche riguardanti il processo di 
vitrificazione. Il successo della crioconservazione dipende dalla 
dimensione e dallo stadio di sviluppo degli embrioni sottoposti ad 
essa, in particolare vi è una maggiore possibilità di successo con il 
diminuire della grandezza dell’embrione stesso. Lo stadio di morula, 
con un diametro di circa 170 μm o di giovane blastociste sembrano 
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essere i migliori al fine della buona riuscita della tecnica di 
vitrificazione. Solitamente sono preferiti embrioni con diametro 
<300μm o, meglio, <250 μm. Embrioni di queste dimensioni possono 
essere recuperati mediamente a 6,5 giorni dopo l’ovulazione della 
donatrice. Tali studi hanno portato alla formulazione di un protocollo 
di vitrificazione che si fonda sull'utilizzo di soluzioni di vitrificazione 
(VS) disponibili in commercio oppure preparate a partire da una 
soluzione di base con mPBS, senza calcio e magnesio, e integrata con 
piruvato di sodio (0,3 mmol), glucosio (3,3 mmol) e 20% di siero fetale 
bovino. Sono necessarie tre soluzioni, le quali contengono ciascuna 
concentrazioni diverse di glicole etilenico (EG) e glicerolo (Gly) come 
crioprotettori. In primo luogo viene eseguito un lavaggio con medium 
adeguati per un lasso di tempo non superiore ai 15 minuti, inoltre è 
basilare non esporli a condizioni sfavorevoli che potrebbero alterare la 
buona riuscita del protocollo intaccando la vitalità degli stessi. 
Durante il processo di vitrificazione, gli embrioni sono esposti alle tre 
soluzioni del kit di vitrificazione secondo una sequenza precisa:  
 VS1 (Gly 1,4 M) per 5 minuti,  
 VS2 (Gly 1,4 M + EG 3,6 M) per altri 5 minuti  
 VS3 (Gly 3,4 M + EG 4,6) per 1 minuto al massimo, in quanto 
in questa soluzione le concentrazioni di crioproitettori sono 
altamente tossiche per l’embrione. È perciò di estrema 
importanza rispettare le tempistiche suggerite.  
Successivamente gli embrioni sono caricati secondo un preciso 
criterio in paillette da 0,25 ml utilizzando una soluzione diluente 
contenente galattosio (0,5 M) e posti per un lasso di tempo pari a 1 
minuto in gobelet immerse in azoto liquido, per poi immediatamente 
trasferirle nei bidoni contenenti azoto liquido. La fase di 
scongelamento consiste nel tenere gli embrioni per 10 secondi a 
temperatura ambiente e successivamente per altri 10 secondi 
immersi in acqua a 20-22°C. Dopo ulteriori 6-8 minuti, gli embrioni 
possono essere trasferiti in riceventi che si trovano al 5° o al 6° giorno 
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post-ovulazione, senza alcuna differenza nei tassi di gravidanza 
(Carnevale, 2006). Negli anni a seguire, Araujo e colleghi hanno 
condotto un lavoro simile apportando solo una modifica successiva 
alla fase di riscaldamento. La modifica consisteva nel trasferire 
l’embrione in una piastra e successivamente lavarlo per non più di 5 
minuti in Emcare holding solution prima del trasferimento. I tassi di 
gravidanza ottenuti furono affini a quelli già descritti in letteratura, 
confermando nuovamente l'efficacia della vitrificazione a livello 
commerciale e la possibilità di applicazione nella normale pratica 
(Araujo et al., 2010). 
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5.6 Problematiche legate alla crioconservazione di embrioni 
equini 
 
Al fine di comprendere quali fossero gli ostacoli che rendevano più 
difficoltoso l’impiego di tecniche di crioconservazione nella specie 
equina, sono stati condotti studi comparativi con embrioni di altre 
specie in modo tale da individuare le peculiarità che contraddistingue 
la specie equina. La blastocisti è di dimensioni molto maggiori e 
composta di un numero di cellule maggiori rispetto a quella di altre 
specie. Queste dimensioni potrebbero essere la causa dell’alta 
sensibilità alle tecniche di criopreservazione e potrebbero spiegare il 
motivo per cui si hanno maggiori successi con embrioni di dimensioni 
più contenute. Mentre le blastocisti dei ruminanti sono mediamente 
composte da circa 100 cellule, quelle equine a 6.5 giorni sono 
composte invece da una media di 400-500 (Bruyas et al, 1993; 
Moussa et al, 2005). Il grande numero di cellule nella blastocisti 
equina è parzialmente dovuto alla durata molto breve del ciclo 
cellulare delle cellule embrionali, di 6 ore al giorno 7, mentre nella 
maggior parte delle specie è tra le 14 e le 24 ore (Moussa et al, 2005; 
Colchet et al, 2000). L’intensa attività mitotica può aumentare la 
sensibilità dell’embrione ai crioprotettori e perciò causare gli effetti 
negativi del processo di congelamento sul citoscheletro (Dobrinsky, 
2002; Tharasanit et al, 2005). La riduzione della vitalità degli 
embrioni equini sottoposti alle tecniche di criopreservazione potrebbe 
essere determinata anche dal danneggiamento di organelli cellulari, 
specialmente del citoscheletro, a causa della formazione di cristalli di 
ghiaccio intracellulare (Wilson et al. 1987, Dobrinsky 1996). La 
citocalasia-B (cyto-B) è un composto chimico inibitore reversibile 
della polimerizzazione dell’actina. Essa si lega all’estremità positiva 
dei filamenti di actina bloccandone temporaneamente la 
polimerizzazione dell’actina. L’impiego di questa entro le tecniche di 
criopreservazione ha dimostrato che è capace di ridurre i danni al 
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citoscheletro e conseguentemente di migliorare i risultati in ambito di 
crioconservazione di embrioni equini (Dobrinsky et al. 2000). 
Maclellan et al. in uno studio del 2002 riportarono che blastocisti 
espanse di equini trattate con cito-B prima di sottoporle a 
congelamento ha riportato un totale di tassi di gravidanza (3/7) simili 
a quelli ottenuti utilizzando un protocollo glicerolo tradizionale (4/7), 
con inoltre un numero di cellule morte simili. Non furono tuttavia 
effettuati approfondimenti sull’effetto della cito-B sulla 
citoarchitettura dell’embrione.  Gli effetti della crioconservazione a 
carico di alcuni organelli sono stati esaminati in diversi studi, in 
particolare a carico dei mitocondri (Wilson et al 1987; Bruyas et al. 
1993; Ferreira et al. 1997). Il grado di danno e la quota da attribuire 
ai crioprotettori in merito a tali strutture dopo il processo di 
crioconservazione sono in conflitto. Le cellule di blastocisti equina ai 
primi stadi contengono molte vescicole e una grande quantità di lipidi 
immagazzinata in gocce di diverse dimensioni (Bruyas et al,1993; 
Flood et al, 1992). Mohr e Thompson nel 1981 hanno spiegato che le 
specie aventi, allo stadio di embrioni, una grande quantità di 
vescicole sono particolarmente difficili da criopreservare. La difficoltà 
di raffreddamento e di crioconservazione degli embrioni della specie 
equina si sospetta sia dovuta proprio all’alto contenuto lipidico 
(Dobrinsky, 2002). La capsula è un’altra peculiarità degli embrioni 
equini. Alcuni studi hanno suggerito che quest’ultima potrebbe 
essere causa di impedimento dell’entrata e distribuzione del 
crioprotettore nell’embrione, incrementando i danni derivanti da un 
insulto osmotico e/o insufficiente crioprotezione (Bruyas et al, 2000; 
LeGrand et al, 1999). In solo 4 studi è stato provato il fatto che alcuni 
embrioni congelati non hanno capsula; perché sono stati prodotti in 
vitro (Galli et al, 2002; Matsukawa et al, 2003) oppure perché basati 
su osservazioni microscopiche di sezioni seriali di blastocisti ai primi 
stadi dove non è stata trovata traccia di capsula (Bruyas et al, 2000). 
In questi studi, la maggior parte degli embrioni è sopravvissuta non 
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mostrando alcun danno cellulare come quelli freschi (<5% di cellule 
morte). L’ipotesi è che vi sia una correlazione tra lo spessore della 
capsula e la congelabilità dell’embrione. Ciò spiegherebbe inoltre il 
perché vi è un’apparente sensibilità variabile alla criopreservazione 
tra embrioni e perché solo quelli di piccole dimensioni riescono a 
sopravvivere a tali tecniche. Embrioni recuperati subito dopo il loro 
ingrasso in utero, non essendo ancora dotati di capsula oppure 
presente ma molto sottile o addirittura incompleta, sono stati 
congelati con successo attraverso l’impiego di glicerolo come 
crioprotettore, similmente ai bovini (Bruyas et al, 2000). Quando la 
capsula aumenta il suo spessore, impedisce o rallenta la 
distribuzione del crioprotettore nell’embrione. L’insulto osmotico 
causato dalla disidratazione delle cellule aumenta e diminuisce 
drasticamente la protezione nei confronti del processo di 
congelamento o vitrificazione. Altri studi sono andati a valutare a 
valutare la variazione del diametro embrionale, prima, durante e dopo 
l’esposizione a crioprotettore; questi sembrano avvalorare la 
precedente ipotesi (Hochi et al, 1994; Duchamp et al, 2006; Pfaff et 
al, 1993; Hochi e Ogasawara, 1994).  
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5.7 Conservazione dell’embrione asinino 
 
In merito all’uso delle tecniche di crioconservazione applicate alla 
specie asinina, in letteratura è riportato solamente uno studio 
eseguito in Italia presso l’Ospedale didattico Veterinario 
“M.Modenato” dell’Università di Pisa. Nello studio, Panzani e colleghi 
effettuarono il primo lavoro riguardante l’uso della vitrificazione su 
embrioni di specie asinina. La possibilità di utilizzare questo tipo di 
tecniche a embrioni di asino garantisce l’opportunità di conservare 
per tempo indefinito materiale genetico di razze a rischio di 
estinzione, al fine quindi di salvaguardia della biodiversità. Lo scopo 
del lavoro fu quello di prelevare e successivamente vitrificare 
embrioni di asino per poi trasferirli e ottenere da questi la nascita di 
puledri vivi e vitali. Furono recuperati al 7° giorno dopo l’ovulazione 
un di totale 11 embrioni asinini, tutti di dimensioni non superiori ai 
300 μm e valutati di grado 1 o 2. Questi furono sottoposti a 10 
lavaggi in Emcare holding solution, misurati e valutati 
morfologicamente. Successivamente gli embrioni sono stati vitrificati 
mediante l’uso di un kit commerciale per la vitrificazione equina 
(Bioniche Animal Health, USA) con la stessa tecnica descritta da 
Eldridge-Panuska nel 2005. Gli embrioni fuorono scongelati la 
stagione riproduttiva successiva e trasferiti per via non chirurgica in 
riceventi asinine di razza amiatina al 5° giorno post-ovulazione. Il 
primo controllo di gravidanza fu fatto a 8 giorni dopo il trasferimento 
attraverso l’uso di un ecografo. Successivamente le riceventi furono 
monitorate a intervalli di 2 giorni fino al raggiungimento del 25° 
giorno di gravidanza, al fine di rilevare il battito cardiaco 
dell’embrione. In seguito i controlli proseguirono settimanalmente 
fino al parto. Da 11 trasferimenti totali, 4 riceventi esitarono in una 
gravidanza a 14 giorni e 3 a 25 giorni, una delle quali abortì un feto a 
321 giorni di gestazione. Le altre due riceventi portarono a termine 
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con successo le gravidanze partorendo due puledri asinini vivi e vitali, 
i primi al mondo nati da embrioni vitrificati (Panzani et al., 2012). 
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6. TECNICHE DI VALUTAZIONE DELLA QUALITA’ DEGLI 
EMBRIONI EQUINI 
6.1 Valutazione morfologica degli embrioni di equidi 
La valutazione morfologica degli embrioni è il metodo ad oggi più 
utilizzato per la determinazione della qualità dell’embrione equino.  
Tale tecnica non è comunque una garanzia di predizione della 
sopravvivenza dell’embrione (Vanderwall DK. ,1996) anche se è stato 
riportato che il trasferimento di embrioni di bassa qualità riduce le 
percentuali di gravidanza nelle riceventi (Squires e Seidel, 1995). 
La prima cosa da fare, dopo il recupero, è differenziare gli embrioni 
da eventuali oociti non fertilizzati (Squires e Seidel, 1995) visto che è 
stata riportata la presenza, nel lume uterino, di oociti per un periodo 
compreso tra 150 giorni (Steffenhagenet al. 1972) e 230 giorni 
(VanNiekerk e Gerneke, 1966) dopo l’ovulazione. 
Nella tabella 6.1 viene riportata una scheda di valutazione degli 
embrioni che si compone di un punteggio da 1 a 5, dove 1 
corrisponde a un embrione di qualità eccellente e 5 a uno degenerato 
o morto (Slade, 1984). I criteri morfologici presi in considerazione al 
fine della valutazione sono i seguenti: 
-compattezza dei blastomeri 
-presenza di blastomeri estrusi o danneggiati 
-colore e forma dell’embrione 
-taglia dello spazio perivitellino 
-eventuali danni alla zona pellucida 
-stadio di sviluppo dell’embrione comparato all’età dello stesso. 
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Grado  Descrizione  
1 Eccellente: embrione ideale, sferico, con cellule di taglia, 
colore e struttura uniforme. 
2 Buono: presenza di imperfezioni minori (blastomeri 
estrusi, forma irregolare, separazione trofoblastica). 
3 Medio: presenza di imperfezioni non gravi, presenza di 
blastomeri estrusi, cellule degenerate o blastocele 
collassato 
4 Scarso: problemi gravi, blastocele collassato, numerosi 
blastomeri estrusi, cellule degenerate ma con massa 
embrionale ancora evidentemente vitale 
5 Non fertilizzato o morto: oocita non fertilizzato o embrione 
totalmente degenerato 
 Tab. 6.1 Classificazione morfologica degli embrioni equini (adattato da Slade, 
1984) 
Il Manuale della Società Internazionale di Embryo Transfer riportata 
una scala di valutazione della qualità di embrioni equini al giorno 7 
(Fig.6.1). Tale scala si compone di 4 gradi (da buono a degenerato) 
stabiliti valutando: 
-grado di compattezza, 
-dimensioni e l'aspetto del perivitellino 
-spazio, colore, presenza di cellule estruse 
-grado di granulazione cellule 
-frammentazione citoplasmatica. 
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Fig.6.1  Gradi di qualità di embrioni di cavallo di Giorno 7, basati su criteri forniti 
dal Manuale della Società Internazionale di Embryo Transfer (gradi 1-4: buone a 
degenerare). A) grado 1; B) grado 1-2; C) grado 2; D) grado 2-3; E) grado 3; F) grado 
4; G) di grado 4; H) gruppo di embrioni di grado 1-2 embrioni coltivati in SOF 
media; In vivo, blastocisti precoce, grado 2. (adattato da Jordi L. Tremoleda et al, 
2003) 
 Per il trasferimento di embrioni, di norma, vengono scelti embrioni 
dal grado 1 al grado 3 (Oguri and Tsutsumi, 1972; Allen and Rowson, 
1977). Embrioni di grado 1 sopravvivono bene alle procedure di 
crioconservazione, embrioni di grado 2 e 3 devono invece esser 
trasferiti freschi in riceventi idonee (G.A. Bò, R.J. Mapletof). 
Carnevale et al. (2000) hanno effettuato uno studio dove veniva 
valutato il tasso di gravidanza a 12 e 50 giorni in seguito al 
trasferimento di embrioni di grado differente. I risultati ottenuti 
furono i seguenti: tassi di gravidanza simili per embrioni di grado 1 e 
2 al giorno 12, ma percentuali più elevate di mortalità embrionale 
entro 50 giorni per quelli di grado. Il trasferimento di embrioni di 
grado 3 e 4 risultarono in tassi di gravidanza molto inferiori sia al 
giorno 12 che al giorno 50 rispetto agli embrioni di grado 1 e 2 
(Carnevale et all., 2000).  
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6.2 Colorazione con DAPI 
 
Il DAPI o 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) è un colorante blu-
fluorescente che lega le regioni ricche di A-T di DNA; questo colorante 
è molto usato nella microscopia a fluorescenza e nelle tecniche a  
fluorescenza multicolore su un singolo campione, in quanto la sua 
fluorescenza di colore blu è in vivido contrasto con fluorescenze di 
altri colori utilizzati per l’identificazione di differenti strutture. Il DAPI 
fu sintetizzato nel 1971 nel corso di un protocollo di ricerca di 
farmaci per il trattamento della tripanosomiasi.  Anche se non ha 
trovato applicazione come farmaco, ulteriori studi hanno dimostrato 
come DAPI si legasse fortemente al DNA e di come sviluppasse una 
fluorescenza a seguito di questo legame. Grazie a questa sua 
proprietà, il DAPI è stato quindi utilizzato per la colorazione del DNA 
delle cellule. Quando lega il doppio filamento di DNA, DAPI assume 
un assorbimento massimo di lunghezza d’onda pari a 358 nm e 
un’emissione massima di 461 nm. Nella microscopia a fluorescenza, 
DAPI viene quindi eccitato con luce ultravioletta e rilevato per mezzo 
di un filtro Blu/Ciano. Questo è, inoltre, in grado di legare anche 
l’RNA, attraverso legami più deboli e con range di emissione di circa 
500 nm. Al di là della microscopia analitica a fluorescenza, il DAPI 
viene anche usato nelle colture cellulari per rilevare DNA di 
contaminanti virali o micoplasmatici che, reagendo alla colorazione, 
diventano facilmente individuabili. Il DAPI può essere impiegato per 
la colorazione sia di cellule morte che di cellule vive; la 
concentrazione richiesta per la colorazione di queste ultime è 
generalmente molto elevata, raramente ne viene trovato impiego. 
DAPI è stato classificato come colorante atossico; tuttavia, anche se 
non ne è stato rilevato alcun effetto mutageno nei test su E.coli, 
questa sostanza viene classificata come mutagena a causa della sua 
proprietà di legare il DNA. Il gruppo Moussa et al. Nel 2005 ha 
condotto un lavoro dove è stata analizzata la correlazione tra il 
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numero di cellule e il diametro di 124 embrioni equini raccolti tra il 
giorno 6,5 e il giorno 8 dopo l’ovulazione, utilizzando DAPI per la 
valutazione degli embrioni. Dopo il recupero, gli embrioni sono stati 
valutati morfologicamente e  misurati; successivamente sono stati 
fissati in paraformaldeide al 4% e successivamente incubati in PBS 
con 1 ug / ml DAPI per 15 minuti a temperatura ambiente. 
Successivamente, sono stati posti su vetrino e analizzati con 
microscopio a fluorescenza. Il numero totale di cellule è stato valutato 
contando i nuclei marchiati con DAPI utilizzando una griglia montata 
sull’oculare del microscopio. La correlazione tra il numero totale di 
cellule e il diametro è stata analizzata utilizzando il test coefficiente di 
correlazione. I diametri variavano rispettivamente da 160-260 µ, 160-
840 µ e 380-1640µ per 6.5, 7 e 8 giorni embrioni. Il numero totale di 
cellule variava tra 226-726, 265-7652 e 2.251-20.322 rispettivamente 
per embrioni di età compresa tra 6.5, 7 e 8 giorni. È stato concluso 
che il numero totale di cellule e il diametro degli embrioni sono 
altamente correlati. Il coefficiente di correlazione tra il numero totale 
di cellule e il diametro era r =0,98; P <0.001. Le differenze maggiori 
sono state rilevate nel numero di cellule tra embrioni di 7 giorni e 
embrioni di 8 giorni: questi ultimi contano un numero tre volte 
superiore rispetto a quelli di 7 giorni. In conclusione, nel presente 
studio è stato dimostrato che il numero di cellule totali stimate 
presenti in embrioni equini è correlato strettamente al diametro 
embrionale secondo la seguente formula tre per calcolare il numero 
(n) di cellule basato sul diametro (d)  espresso in micron:  
n= 0,0106d2 + 2,0542d - 375,28 (Moussa et al., 2005) 
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Fig. 6.2.1 Blastocisti equina incubata con DAPI analizzata con microscopio a 
fluorescenza (Adattata da http://cost-epiconcept.eu/).  
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6.3 Colorazione con Alexa Fluor 488® phalloidin 
 
La Falloidina è un peptide biciclico appartenente ad una famiglia di 
tossine isolati dal fungo Amanita phalloides ed è comunemente 
utilizzato come marcatore fluorescente per etichettare in modo 
selettivo la F-actina. Alexa Fluor® 488 phallodin è una colorazione a 
base di Fallodina, che fornisce fluorescenza di colore verde luminoso, 
particolarmente fotostabile. Quando lega la F-actina, Alexa Fluor 
488® phallodin, assume un assorbimento massimo di lunghezza 
d’onda pari a 495 nm e un’emissione massima di 518 nm. Questa 
sostanza viene segnalata come colorazione ottimale per i campioni 
fissati. Alexa Fluor® 488 phallodin viene impiegata per visualizzare e 
quantificare la F-actina in sezioni di tessuto, colture cellulari, o 
preparati cell-free. Nel 2005 Tharasanit e colleghi hanno impiegato 
questa colorazione nell’ambito di uno studio che si proponeva di 
indagare sul grado di danni subiti dal citoscheletro di embrioni di 
cavallo sottoposti a tecnica di crioconservazione e successivo 
scongelamento, con impiego di glicerolo come crioprotettore. 
Embrioni equini sono stati permeabilizzati mediante un’immersione 
in Triton X-100 allo 0,1% in PBS, per visualizzare il citoscheletro e 
poi colorati per 1h a temperatura ambiente con una soluzione di 
Alexa Fluor 488- phalloidin 15μg/mL in PBS. Dopo un lavaggio in 
PBS, gli embrioni sono stati colorati negativamente in DAPI 0,1μg/mL 
per contare i nuclei cellulari. Per la localizzazione della membrana 
plasmatica cellulare, un numero di embrioni è stato marcato per 1,5h 
con una soluzione a 5μg/mL di agglutinina di germe di grano. Gli 
embrioni sono stati poi posti al buio in un vetrino in attesa di 
valutazione microscopica (Fig 6.3.1)   
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Fig.6.3.1 La foto mostra un embrione di cavallo di grado 2 colorato con DAPI e 
Alexa Fluor® phallodin per la rilevazione dei nuclei cellulari e del citoscheletro. 
L’embrione è stato analizzato con microscopio a fluorescenza. ( adattato da “Effect 
of cryopresevation on the cellular integrity of equine embryos” T.Tharasanit, B. 
Colenbrander and T.A.E. Stout, 2005) 
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6.4 Altre tecniche per la valutazione della qualità degli embrioni 
di equidi 
Nel 2001 Thouas e colleghi hanno effettuato uno studio nel quale 
embrioni bovini, allo stadio di blastocisti (espanse, in espansione, 
giovani o parzialmente schiuse), sono stati incubati in 500μ??L di 
Soluzione 1 (Medium Hepes+ 1% di Triton X-100 e 100μg/mL di 
Ioduro di propidio) per 30 secondi o fino a che il trofoectoderma non 
mostrava un cambiamento di colore verso il rosso. Le blastocisti  
venivano poi spostate nella Soluzione 2 (100% di etanolo+25μg di 
bisbenzimide) e conservate a 4°C per tutta la notte, per poi essere 
successivamente trasferite nel glicerolo e visualizzate al microscopio. 
Lo ioduro di propidio è impermeabile alle membrane ed è quindi 
utilizzato generalmente per colorare le cellule morte. Nel 2007 
Hinrichs e colleghi hanno adattato questo metodo di colorazione 
differenziale agli embrioni equini. Le blastocisti sono state incubate a 
temperatura ambiente per 40s in 500μ??L di PBS 42 contenente 
100μg/mL PI e 1% Triton X-100. Successivamente gli embrioni sono 
state sciacquati con etanolo puro, e posti sempre in etanolo+30-
40μg/mL di Hoechst 33342 per tutta la notte a 4°C. Il giorno 
seguente gli embrioni sono stati osservati con un microscopio a 
fluorescenza; i nuclei marcati con PI apparivano rossi, mentre quelli 
con bisbenzimide blu. Un’ulteriore alternativa alla colorazione con 
DAPI, è quella di Hoechst. La colorazione di Hoechst fa parte della 
famiglia di coloranti blu-fluorescenti per l’identificazione del DNA. 
Anche’essa è compatibile sia con cellule vive che con cellule fissate e 
si avvale dell’uso delle stesse impostazioni di filtro utilizzate per DAPI. 
La colorazione di Hoechst è stata utilizzata al fine di valutare 
l’impatto di tre tecniche di crioconservazione su embrioni equini: 
Open Pulled Straw (OPS), Cryoloop e congelamento tradizionale 
(Oberstein et al, 2001). 
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PARTE SPERIMENTALE 
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1. SCOPO DELLA TESI 
In passato, l’embryo transfer è stato utilizzato per la tutela di specie a 
rischio di estinzione. Ad oggi, questa tecnica è stata applicata anche 
al fine della salvaguardia della specie asinina (Panzani et al., 2004; 
Cossu et al., 2005; Camillo et al., 2010). L’embryo transfer presenta 
comunque dei limiti, tra cui la necessità di disporre nel medesimo 
luogo delle riceventi e delle donatrici al fine di ricorrere al 
trasferimento immediato degli embrioni recuperati; a questi limiti, 
nell’asino, si aggiunge anche quello di una bassa percentuale di 
gravidanza riscontrata nelle riceventi (Camillo et al., 2010). 
L’avanzare della tecnica di crioconservazione degli embrioni equini ha 
permesso di ridurre il limite spaziale, permettendo di spostare 
esclusivamente l’embrione nel caso in cui ricevente e donatrice non 
siano nel medesimo luogo. Negli ultimi anni si sono infatti sviluppate 
diverse tecniche per la conservazione a lungo termine di embrioni 
equini, tra cui la refrigerazione, il congelamento e la vitrificazione. Un 
esempio è dato dagli studi di Carney et al. (1991), Squires et al. 
(1999), Hudson et al. (2006) e Moussa et al. (2003) che hanno 
permesso di mettere a punto una tecnica di refrigerazione degli 
embrioni equini che permette la loro conservazione, ed eventuale 
spostamento, per 24 ore con tassi di gravidanza sovrapponibili a 
quelli ottenuti col trasferimento di embrioni freschi. Per quanto 
riguarda la specie asinina, lo studio delle tecniche riguardanti la 
conservazione di embrioni è ancora agli inizi: in letteratura è riportato 
un solo studio che registra la nascita di due puledre asinine dopo 
trasferimento di 11 embrioni vitrificati (Panzani et al., 2012). Al 
contrario, al momento non esistono studi riguardo la tecnica di 
congelamento lento applicata agli embrioni di asinino. Lo scopo di 
questa tesi è stato quello di verificare l’impatto della vitrificazione, 
sulla vitalità degli embrioni di asino in comparazione con embrioni 
freschi, mediante l’uso di test in vitro (colorazione DAPI).  
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2. MATERIALI E METODI 
Lo studio è stato condotto presso il Dipartimento di Scienze 
Veterinarie dell’Università di Pisa a San Piero a Grado (PI). A tal fine, 
sono state utilizzate 8 asine di razza Amiatina di età compresa tra i 2 
e i 17 anni, del peso medio di 300 kg.  
Le fattrici asinine, cicliche e tutte sane dal punto di vista riproduttivo, 
facevano parte di un gruppo usate come donatrici a fine di ricerca, 
mantenute in paddock ed alimentate con fieno ad libitum e mangime 
fioccato. 
 
Fig.2.1 Gruppo di asine impiegate nella tesi 
2.1 Monitoraggio del ciclo estrale, inseminazione artificiale e 
recupero degli embrioni 
Attraverso palpazione e ecografia transrettale, è stato eseguito un 
monitoraggio dell’attività ovarica delle asine. Le visite sono state 
effettuate con una cadenza di due volte alla settimana durante il 
diestro e quotidianamente durante l’estro. Al rilievo della presenza di 
un follicolo > 30 mm, utero da calore e comportamento estrale, è 
stata somministrato GnRH sintetico (buserelin acetato) in una dose 
pari a 0,1 mg sottocute (Suprefact®, Sanofi–Aventis S.p.A Milano) per 
indurre l’ovulazione entro 48 h dalla somministrazione. 
Successivamente le asine sono state inseminate artificialmente, a 
giorni alterni fino al momento dell’ovulazione. È stato utilizzato, a tal 
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fine, seme fresco proveniente da un asino amiatino presente nelle 
struttura di fertilità comprovata. Il seme è stato prelevato mediante 
l’uso di una vagina artificiale di tipo Colorado® (CSU ModelTM AV, 
ARS). Successivamente, è stata effettuata una valutazione 
dell'eiaculato attraverso l’uso di procedure standard (Rota et al., 
2012); in seguito un’aliquota di seme è stata diluita in rapporto 1:1 
con Extender INRA 96® (IMV Technologies, Francia), al fine di 
ottenere delle dosi inseminanti contenenti almeno 500x106 
spermatozoi in un volume pari a 10 ml. Le asine sono state 
sottoposte a un flushing uterino per il recupero e ricerca 
dell’embrione a sette giorni di distanza dalla data di ovulazione. Il 
protocollo che è stato impiegato è il seguente: l'asina è stata 
contenuta in un travaglio (Fig.2.1.1); è stato svuotato il retto dalle feci 
e fasciata la coda, al fine di minimizzare l’inquinamento derivante da 
questi sull’area. È stato, quindi, eseguito un lavaggio della zona 
perineale per mezzo di passaggi alternati con acqua e soluzione 
antisettica. Per il recupero è stata utilizzata una sonda a tre vie dal 
diametro di 36 Fr (IVON, IMV, Francia), con sistema regolatore per 
l’afflusso e deflusso del liquido dall’utero, e un filtro specifico dotato 
di griglia sul fondo per facilitare la ricerca dell’embrione (EZ WAY-
FILTER, SPITM, USA) (Fig. 2.1.1) .  
 
 
Fig.2.1.1 Flushing uterino nell’asina (sx) e strumentazione per l’esecuzione (dx). 
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L'operatore ha introdotto la sonda per via transcervicale proteggendo 
il braccio con un guanto sterile lubrificato con gel altrettanto sterile. 
Una volta cateterizzata la cervice, il palloncino in corrispondenza 
dell’estremità craniale della sonda è stato insufflato con 60 ml di aria, 
per impedire il reflusso del liquido di lavaggio  in vagina. Sono stati 
quindi eseguiti 5 lavaggi uterini, ciascuno con 1 litro di Ringer Lattato 
a 37°C fatto defluire per gravità in utero. Successivamente il liquido è 
stato recuperato attraverso il filtro; terminata l’operazione, il 
palloncino è stato sgonfiato, la sonda rimossa e l’asina trattata con 
1,5 ml di PGF2alfa IM (Gabrostim®,CEVA VETEM SpA, Milano, Italia) 
allo scopo di indurre la luteolisi ed il ritorno in calore 
 
2.2 Ricerca e valutazione dell'embrione 
L’embrione è stato ricercato direttamente nel filtro, attraverso l’uso di 
un microscopio stereoscopico a 10 e a 40 ingrandimenti. Una volta 
individuato, l’embrione è stato trasferito in una piastra a pozzetti e 
sottoposto a 5 lavaggi con Emcare Holding Solution® a 37°C 
(Fig.2.2.1). È stato quindi effettuata una misurazione e valutazione 
morfologica (McKinnon e Squires, 1988) (Fig. 2.2.1). Tutte le 
operazioni sono state effettuate sotto cappa a flusso laminare a 
temperatura ambiente. 
 
          
Fig.2.2.1 Lavaggio dell’embrione in EHS (a sx); misurazione dell’embrione mediante 
oculare micrometrico (a dx) 
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Successivamente gli embrioni sono stati divisi in due gruppi: 
-1° gruppo: embrioni freschi 
-2° gruppo: embrioni vitrificati 
Gli embrioni del primo gruppo sono stati immediatamente sottoposti 
a colorazione DAPI, per la conta delle cellule morte presenti, quelli del 
secondo gruppo sono stati vitrificati mediante l’uso di un kit 
commerciale per la vitrificazione di embrioni equini (Equine 
Vitrification Kit®, Bioniche Animal Health USA, Ic.), per essere 
scongelati e colorati con DAPI in un secondo momento. 
 
2.3 Procedura di vitrificazione e scongelamento dell’embrione 
Per la vitrificazione degli embrioni è stato impiegato l’Equine 
Vitrification Kit® (Bioniche Animal Health USA,Ic.) (Fig. 2.3.1). Il kit è 
composto da 4 fiale da 8 ml ognuna: 
- 3 soluzioni vitrificanti: VS1 (glicerolo 1,4 M + mPBS = 
Phosphate-Bufferd Saline modificato); VS2  (glicerolo 1,4 M + 
glicole etilenico 3,6 M + mPBS); VS3 (glicerolo 3,4 M + glicole 
etilenico 4,6 M + mPBS). 
La soluzione mPBS si compone di sodio piruvato 0,3 + glucosio 
3,3 M e siero fetale bovino (FCS) senza calcio e magnesio. 
- 1 diluente 
 
Fig.2.3.1 Kit di vitrificazione Equine Vitrification Kit® (Bioniche Animal Health 
USA,Ic.) 
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In una piastra Petri, sono state preparate quattro gocce contenenti le 
tre diverse soluzioni vitrificanti (0,1 ml per VS1 e VS2, 0,2 ml per 
VS3) e il diluente (0,3 ml) (Fig. 2.3.2) 
Contemporaneamente è stato preparato un vaso dewar contenente 
azoto liquido, in cui è stata inserita e mantenuta mediante una pinza 
una gobelet. Dopo i lavaggi in Emcare Holding Solution, l’embrione è 
stato trasferito nella soluzione VS1 per 5 minuti, successivamente è 
stato spostato nella goccia di VS2 sempre per 5 minuti, concludendo 
con VS3 per pochi secondi, circa 40-60 secondi compresi del primo 
contatto dell’embrione con questa soluzione e il suo congelamento.  
 
Fig.2.3.2 Piastra Petri con le quattro gocce di soluzioni vitrificanti (VS1,VS2, VS3) e 
il diluente  
 
Terminati questi passaggi, l’embrione è stato inserito in una paillette 
da 0,25 ml, precedentemente identificata con nome dell’asina 
donatrice e con la data, secondo lo schema indicato nel kit (Fig. 
2.3.3). 
 
Fig.2.3.3 Schema di preparazione della paillette contenente l’embrione 
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Una volta ultimata la preparazione della paillette, questa è stata 
sigillata e inserita nella gobelet nel vaso Dewar con azoto liquido per 
60 secondi (Fig.2.3.4).  
 
Fig.2.3.4 Vaso Dewar, contenente azoto liquido, con gobelet 
 
Al termine la paillette è stata stoccata in contenitori criogenici 
(Fig.2.3.5). 
 
Fig. 2.3.5 Contenitore criogenico con azoto liquido per lo stoccaggio delle pailette 
contenenti embrioni vitrificati di asino 
 
Per quanto riguarda la procedura di scongelamento, l’embrione è 
stato estratto dal bidone con azoto liquido e mantenuto a 
temperatura ambiente  per 10 secondi. Successivamente la paillette è 
stata immersa in un contenitore con acqua a 35°C per un lasso di 
tempo pari a 20 secondi. La paillette è stata poi agitata dalle 5 alle 7 
volte , per permettere all’embrione di mescolarsi con il diluente e 
lasciata a temperatura ambiente per 6 minuti. L’embrione è stato 
trasferito in una piastra Petri dove è stato sottoposto a 5 lavaggi con 
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Emcare Holding Solution® e nuovamente analizzato al microscopio 
stereoscopico per effettuare una seconda valutazione morfologica 
(McKinnon e Squires, 1988) e misurazione. 
 
2.4 Colorazione dell'embrione con DAPI 
L’embrione è stato sottoposto a 5 lavaggi in altrettante aliquote di 
Emcare Holding Solution® per essere poi trasferito nella soluzione 
contenente 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) e incubato per 5 
minuti al buio. Il DAPI, come ricordato nella parte generale, è un 
colorante fotosensibile nucleare che lega selettivamente il nucleo delle 
cellule morte, marcandole con una caratteristica colorazione blu 
intenso (Moussa et al., 2004). Al termine dell'incubazione l'embrione è 
stato montato su un vetrino con copri oggetti e opportunamente 
identificato (Fig. 2.4.1.), facendo attenzione a non provocare la 
formazione di bolle d’aria. 
 
 
Fig.2.4.1. Vetrini contenenti l’embrione per l’analisi con microscopio a 
epifluorescenza Leica DMLB. 
 
L’embrione è stato poi osservato al microscopio a epifluorescenza 
Leica DMLB (Leica Macrosystem Wetzlar GmBH, Germania), con un 
filtro di blocco A, a 100 e 200 ingrandimenti, per poter rilevare il 
numero di cellule colorate ( =morte) (Fig. 2.4.2; Fig. 2.4.3). 
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Fig.2.4.2: Embrione di asino fresco osservato al microscopio stereoscopico (sx); 
medesimo embrione osservato al microscopio a fluorescenza dopo incubazione con DAPI (dx) 
 
 
 
Fig.2.4.3: Embrione di asino dopo vitrificazione e scongelamento, osservato al microscopio 
stereoscopico (sx); stesso embrione osservato al microscopio a fluorescenza dopo colorazione 
DAPI (dx). 
La stima della percentuale delle cellule morte è stata calcolata 
valutando il numero totale di cellule per ciascun embrione mediante 
la formula utilizzata nel cavallo per embrioni di 8 giorni (Moussa et 
al., 2005): 
n=0,0106*d2+2,0542*d-375,28  
(d=diametro dell'embrione in µ; n=numero di cellule totali) 
Le differenze tra embrioni freschi e vitrificati per numero e 
percentuale di cellule morte sono state analizzate attraverso il Test U 
di Mann-Whitney.   
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3. RISULTATI 
Sono stati recuperati 12 embrioni su un totale di 22 cicli (54,5%) e 26 
ovulazioni (46,1%). Tutti gli embrioni si presentavano di qualità 
ottima (grado 1) e di diametro compreso tra 155 µ e 309 µ.  
Nella tabella 3.1 sono riportati i dati dei 12 embrioni, relativi a stadio 
di sviluppo, diametro, numero totale di cellule stimate, numero e 
percentuale di cellule morte evidenziate con colorazione DAPI e 
relative medie per embrioni freschi e vitrificati, 
 
Stadio di 
sviluppo  
Ø N° cellule 
stimate 
N° cellule 
morte DAPI 
% cellule 
morte 
 
F 
R 
E 
S 
C 
H 
I 
M 155 µ 197 1 0,5 
M 155 µ 197 2 1,01 
E.B. 180 µ 338 1 0,3 
M 180 µ 338 3 0,9 
B 206 µ 500 4 0,8 
E.B. 284 µ 1061 5 0,47 
M  193 µ 438 3 0,7 
 
V 
I 
T 
R 
I 
F. 
E.B. 168 µ 267 3 1,1 
E.B. 180 µ 338 56 16,6 
E.B. 232 µ 673 11 1,6 
E.B. 232 µ 673 33 4,9 
E.B. 232 µ 673 163 24,2 
E.B. 309 µ 1277 72 5,6 
M  225 µ 550 56 9 
 
Tab. 3.1 Stadio di sviluppo, diametro, numero totale di cellule stimate, numero e 
percentuale di cellule morte valutate mediante DAPI e relative medie in 12 embrioni 
di asino, freschi o vitrificati. M=morula; EB=giovani blastocisti; B=blastocisti.   
Non sono state osservate differenze significative riguardo al diametro 
embrionale (Fig. 3.1) e al numero totale di cellule stimate (Fig. 3.2) tra 
embrioni freschi e embrioni vitrificati. Per quanto riguarda i risultati 
relativi al numero e alla percentuale di cellule morte rilevate mediante 
DAPI, gli embrioni vitrificati hanno presentato un numero (Fig. 3.3) e 
una percentuale (Fig. 3.4) di cellule morte significativamente 
maggiore rispetto agli embrioni freschi: rispettivamente 56 e 3 per il 
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numero, e 9% e 0,7% per quanto riguarda la percentuale di cellule 
morte. 
 
Fig.3.1 Diametro (media ± DS) di embrioni di asino, freschi (n=6) e vitrificati (n=6), 
recuperati 7 giorni dopo l’ovulazione. NS. 
 
Fig.3.2 Numero di cellule stimate (media ± DS) in embrioni di asino, freschi (n=6) e 
vitrificati (n=6), recuperati 7 giorni dopo l’ovulazione. NS. 
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Fig.3.3 Numero di cellule morte valutato mediante DAPI in embrioni di asino, 
freschi (n=6) e vitrificati (n=6), recuperati 7 giorni dopo l’ovulazione. (P=0,0108). 
 
 
Fig.3.4 Percentuale di cellule morte valutate mediante DAPI in embrioni di asino, 
freschi (n=6) e vitrificati (n=6), recuperati 7 giorni dopo l’ovulazione. (P=0,022). 
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4. DISCUSSIONE E CONCLUSIONE 
 
Nello studio di questa tesi, inseminando asine con seme fresco e 
recuperando gli embrioni 7 giorni dopo l’ovulazione, è stato 
evidenziato un tasso di successo del 54,3% (12 embrioni raccolti su 
22 cicli), che rientra nell’arco dei risultati riportati in bibliografia per 
quanto riguarda l’inseminazione artificiale con seme fresco sia 
dell’asina che della cavalla. Le percentuali medie di recupero di 
embrioni dopo inseminazione artificiale con seme fresco nella specie 
equina variano, infatti, dal 46% (Poitras et al., 1994) al 53% in caso 
di ovulazione singola fino al 106% in caso di ovulazione doppia 
(Squires, 1987). Altri autori riportano valori intermedi: 82% (Hochi et 
al., 1995); 50% (Ferreira et al,. 1997); 49,3%, 58% e 54,5% 
rispettivamente per embrioni di 7, 8 e 9 giorni (Fleury e Alvarenga, 
1999); 87% in cavalle di 2 anni e 84,6% in cavalle adulte (Camillo et 
al., 2001); 50% (Squires et al., 2003); 57,6% in embrioni di 6.5 giorni 
(Castanheira et al., 2004); 84% (Moussa et al., 2004); 63% e 64% 
rispettivamente per embrioni di 6,5 e 6,75 giorni (Moussa et al., 
2005); 54% in caso di ovulazioni doppie monolaterale, 64% in casi di 
ovulazioni doppie bilaterali (Riera et al., 2006); 63% (Mortensen et al., 
2009); 81,19% (Kumar et al., 2008); 51,1% (Panzani et al.,2014).  
Per quanto riguarda l’asina, sempre in seguito a inseminazione 
artificiale con seme fresco, sono state riportate percentuali di 
recupero di embrioni pari al 53,3% (Allen et al., 1985); 63,6% 
(Vendramini et al. 1997); 67,4% (Panzani et al., 2005); 75,9% 
(Camillo et al., 2010); 50% (Panzani et al., 2012). Risultati così 
concordanti, in studi svolti in laboratori, tempi e razze di asine 
differenti, e non troppo distanti dai risultati che è possibile ottenere 
nella cavalla, confermano che l’IA con seme fresco nell’asina è una 
tecnica affidabile che può essere impiegata sia nella pratica clinica 
sia come strumento per fornire una buona base di materiale genetico, 
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embrioni, che possono essere impiegati per la ricerca o per 
programmi di conservazione della specie.  
Per l’applicazione di questi ultimi, è necessario ricorrere alla 
crioconservazione degli embrioni che ne consente lo stoccaggio per un 
impiego differito in maniera praticamente illimitata nel tempo e nello 
spazio. Le tecniche di crioconservazione sono state studiate molto più 
diffusamente nella cavalla che nell’asina.  
Nell’ambito della riproduzione equina, la preservazione degli embrioni 
per un tempo limitato, 24 – 48 ore alla temperatura di 5°C, consente i 
risultati migliori in termini di percentuali di gravidanza nelle 
riceventi, generalmente tra il 60 e l’80%, sovrapponibili a quelli che si 
possono ottenere con il trasferimento di embrioni freschi (Carnevale 
et al., 1987, Sertich et al., 1988, Carney et al., 1991, Moussa et al., 
2003). Tuttavia la refrigerazione presenta delle limitazioni, in quanto 
consente la conservazione dell’embrione solo per 24-48 ore per cui è 
sempre necessario disporre di cavalle riceventi opportunamente 
sincronizzate. Le tecniche di crioconservazione vera e propria si 
basano, invece, sulla conservazione dell’embrione a -196°C, previo 
congelamento lento o vitrificazione (Araujo et al., 2005; Moussa et al., 
2005; Carnevale, 2006; Eldridge-Panuska et al., 2005). Queste 
tecniche consentono la conservazione di embrioni per un periodo di 
tempo indefinito e, quindi, non implicano la disponibilità di una 
ricevente sincronizzata al momento dell’inseminazione della 
donatrice. Una delle limitazioni di queste tecniche, nel cavallo, è 
rappresentata dal fatto che gli embrioni debbono essere recuperati 6 
giorni dopo l’ovulazione, quando hanno dimensioni inferiori ai 300 µ, 
e quando la percentuale di recupero è inferiore del 15-20% a quella 
riscontrabile ai giorni 7 e 8. D’altro canto, fino ad oggi,  la 
vitrificazione o il congelamento di embrioni di 7 o 8 giorni, quando le 
dimensioni sono maggiori di 300 µ, comporta una drammatica 
riduzione dei tassi di gravidanza nelle riceventi che non rende 
applicabile questa metodica nella pratica quotidiana (Carnevale, 
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2006). Da questo punto di vista, i risultati di questa tesi testimoniano 
una situazione più favorevole riguardo agli embrioni di asino: al 
settimo giorno dopo l’ovulazione, infatti, sono stati recuperati 
embrioni di dimensioni inferiori ai 300 µ, quindi adatti per la 
crioconservazione, in 11 casi su 12, quindi in percentuale simile a 
quella riscontrata in caso di recupero di embrioni di età più avanzata. 
Questi risultati testimoniano che, nel caso di crioconservazione di 
embrioni di asino, non è necessario, come nel cavallo, anticipare la 
ricerca dell’embrione a 6 giorni dopo l’ovulazione evitando quindi la 
diminuzione del tasso di recupero ricollegata alla possibilità che 6 
giorni dopo l’ovulazione alcuni embrioni si trovino ancora 
nell’ovidutto, al riparo dai tentativi di raccolta all’interno della cavità 
uterina. Uno dei sistemi più impiegati per la valutazione dei danni 
ricollegati alla crioconservazione è la colorazione con DAPI, sostanza 
che si lega al nucleo delle cellule morte e che permette di contarle. 
Ricorrendo a questa tecnica, per la valutazione di embrioni di cavallo 
sottoposti a congelamento lento in paillettes, sono state riportate 
percentuali di cellule morte mediamente del 7±2%, per embrioni 
giudicati vitali, e del 59±3%, per embrioni giudicati disvitali (Moussa 
et al., 2005); ricorrendo alla vitrificazione in open sulled straw sono 
state invece registrate percentuali di cellule morte del 5±2%, per 
embrioni vitali, e del 88±6% per embrioni disvitali (Moussa et al., 
2005). Al termine di questi studi gli autori hanno definito come 
normali embrioni equini con < 20% di cellule morte (Moussa et al., 
2005).  Lo stesso tipo di valutazione su embrioni di cavallo freschi, 
con diametro > 300µ o <300µ, non ha registrato differenze nelle 
percentuali di cellule morte, rispettivamente dello 0,1% e 0,2%, 
mentre su embrioni sottoposti a congelamento lento, la percentuale 
di cellule morte era del 8,5±2,1% e del 19.0±2,9% rispettivamente per 
embrioni equini di diametro <300µ o >300µ (Tharasanit et al., 2005). 
E’ stato riscontrato il 13% di cellule marcate dal DAPI in embrioni 
vitrificati (Chaves et al, 1997).  
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Gli studi relativi all’applicazione delle tecniche di riproduzione 
assistita nell’asino sono pochi e svolti su un numero esiguo di 
animali. Solo recentemente sono state riportate percentuali di 
gravidanze accettabili dopo trasferimento di embrioni di asino subito 
dopo il recupero (Panzani et al., 2012) e la nascita di due asine dopo 
trasferimento di embrioni precedentemente vitrificati (Panzani et al., 
2012). Nessuno studio, prima di questa tesi, ha preso in 
considerazione la valutazione della qualità degli embrioni 
crioconservati d’asino. Due soli lavori, svolti presso l’Università di 
Pisa, hanno riguardato la valutazione della qualità in embrioni di 
asino freschi (Panzani et al., 2012) o refrigerati (Papini M., 2012), 
rilevando in entrambi i casi una percentuale di cellule non vitali 
molto bassa, pari allo 0,9 % per embrioni freschi (Panzani et 
al.,2012), e allo 0,65 % per embrioni refrigerati (Papini M., 2012). I 
risultati di questa tesi hanno confermato l’ottima qualità degli 
embrioni di asino appena raccolti, solo 0,7% di cellule morte, 
significativamente superiore a quella degli embrioni sottoposti a 
vitrificazione, e valutati dopo scongelamento, nei quali la percentuale 
di cellule morte è stata pari al 9%. Paragonando questa percentuale a 
quelle riscontrate nel cavallo per embrioni crioconservati, dal 5% all’ 
88% di cellule morte (Moussa et al., 2005), si evince che il danno 
subito dagli embrioni di asino studiati in questa tesi a causa della 
vitrificazione è stato limitato, rientrando nel range dei migliori 
risultati ottenuti nel cavallo e ben al disotto della soglia del 20% di 
cellule morte, definita come il limite tra embrioni vitali e non per la 
specie equina (Moussa et al., 2005). Questi risultati appaiono 
indubbiamente incoraggianti, nell’ottica di poter applicare la 
vitrificazione alla conservazione degli embrioni di asino, e spiegano la 
buona percentuale di gravidanze a 14 giorni, 4/11, ottenuta 
nell’unico studio reperibile in bibliografia sul trasferimento di 
embrioni vitrificati di asino (Panzani et al., 2012). Dato però il 
numero esiguo di embrioni studiati, questi risultati debbono essere 
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confermati e, soprattutto, deve essere ulteriormente verificata la 
percentuale di gravidanza che è possibile ottenere trasferendo nelle 
riceventi embrioni di asino crioconservati. 
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